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Abstract 
 
I macroenzimi sono una realtà ben conosciuta in medicina umana, ma poco nota in medici-
na veterinaria. Questo studio indaga la presenza della macroamilasi e della macrofosfatasi 
alcalina in 24 cani nefropatici, 22 enteropatici e 34 di controllo tramite la precipitazione 
con polietilen-glicole (PEG). Sulla base della popolazione di controllo abbiamo individua-
to un range di riferimento per stabilire la percentuale di precipitazione (%PPA) degli enzi-
mi. Risultati: range %PPA amilasi 74%- 98%, fosfatasi alcalina (ALP) 43%- 96%. Amila-
si: enteropatici %PPA media <74%. In 2/22 >98%. Nefropatici <43%, in 1/24 >98%. Dif-
ferenza %PPA infiammazione si/controllo significativo (p<0,0001). ALP: enteropatici 
%PPA media 76,3%. In 4/23 >96%. Nefropatici 80,4%, in 3/22 > 96%. Differenza %PPA 
infiammazione si/controllo non significativo (p>0,05). Infiammazione no/controllo signifi-
cativo solo per amilasi (p<0,05). In conclusione i range di riferimento risultano spostati 
verso valori alti probabilmente per presenza di macroenzimi nel controllo, ma i macroen-
zimi sono difficili da individuare perché spesso presenti in soggetti i cui valori sierici rien-
trano nella norma. Inaspettatamente non si rileva una %PPA maggiore nei soggetti con sta-
to infiammatorio, ma va considerato che i parametri utilizzati per stabilire la presen-
za/assenza di flogosi sono aspecifici e che il PEG è relativamente specifico per le immuno-
globuline. Il PEG può essere un metodo di screening rapido per verificare la presenza dei 
macroenzimi, ma è utile associare un test di conferma quale ultracentrifugazione o croma-
tografia. 
Parole chiave: macroenzimi, cane, enteropatici, nefropatici, polietilen-glicole 
 
  
Macroenzymes are well known in human medicine, but little known in veterinary medi-
cine. This study investigates the presence of macroamylase and macroalkaline phosphatase 
in 24 dogs with renal disease, 22 with enteropathy and 34 control through precipitation 
with polyethylene glycol (PEG). On the basis of the control population, we have identified 
a range of reference to define the percentage of precipitation (% PPA) enzymes. Results: 
PPA amylase% range 74% - 98%, alkaline phosphatase (ALP) 43% - 96%. Amylase: 
enterophatic% PPA average <74%. In 2/22> 98%. Kidney disease <43%, 1/24 in> 98%. 
Difference% PPA inflammation/control significantive (p <0.0001). ALP: enterophatic 
%PPA average 76.3%. In 4/23> 96%. Kidney disease 80.4%, 3/22 in> 96%. Difference 
%PPA inflammation/control not significantive (p> 0.05). Inflammation no/control 
significantive only for amylase (p <0.05). In conclusion, the reference range is shifted to-
wards higher values probably due to the presence of macroenzymes in control, but the 
macroenzymes are difficult to detect because they are often present in patient whose serum 
levels are normal. Unexpectedly, subjects with inflammatory state have not a PPA% ap-
preciable higher, but we must consider that the parameters used to establish the pres-
ence/absence of inflammation are nonspecific and that the PEG is relatively specific for 
immunoglobulins. The PEG can be a rapid screening method for the presence of 
macroenzymes, but it is useful to associate a confirmatory test such as ultracentrifugation 
or chromatography. 
Keywords: macroenzymes, dog, enterophatic, nephropathic, polyethylene-glycol 
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1. Gli enzimi 
 
Fosfatasi alcalina 
La fosfatasi alcalina (ALP) è un enzima ampiamente presente in natura che si ritrova in 
vari organismi, dall’Escherichia Coli all’uomo1. La ALP è stata descritta come avente 
una “promiscuità catalitica”, caratteristica che potrebbe aver contribuito alla sua diffu-
sione evolutiva e natura ubiquitaria
2
. Con alcune eccezioni, si tratta di un enzima omo-
dimero contenente in ogni sito catalitico tre ioni metallo, due di Zinco e uno di Magne-
sio necessari per l’attività enzimatica. 
 
Fig. 1: Struttura della fosfatasi alcalina dell’Escherichia Coli con i due ioni di Zinco e 
lo ione di Magnesio. 
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L’enzima catalizza sia l’idrolisi dei monoesteri dell’acido fosforico, sia le reazioni di 
transfosforilazione in presenza di una larga concentrazione di accettori di fosforo
3
. Le 
caratteristiche principali del meccanismo catalitico, così come il sito catalitico e la strut-
tura tridimensionale del core della proteina della ALP, sono conservate tra le specie 
(dall’Escherichia Coli, al gambero, alla placenta umana)4. Sussistono però alcune diffe-
renze interspecifiche, infatti, la fosfatasi alcalina dei mammiferi ha un’attività specifica 
più elevata, un pH ottimale più alcalino, è inibita da l-aminoacidi e peptidi attraverso un 
meccanismo non competitivo ed è maggiormente termolabile. Queste proprietà sono 
comunque notevolmente diverse all’interno del gruppo degli isoenzimi dei mammiferi e 
ciò è attribuibile alle differenze che esistono tra le regioni dell’ansa flessibile dei vari 
isoenzimi
1
. 
L’enzima, isolato dallo spazio periplasmatico dell’Escherichia Coli, risulta costituito da 
2 subunità (A e B), ognuna contenente i due atomi di Zinco e l’atomo di Magnesio. O-
gnuna delle due catene proteiche è formata da 449 residui aminoacidici, presenta 2 ponti 
disolfuro ed è ricca di tratti ad alfa elica: 18 nella subunità A e 20 nella subunità B
5
. 
Nei mammiferi la ALP è un ectoenzima legato alla membrana plasmatica tramite un an-
coraggio glicosil-fosfatidil-inositolo ed  è costituita da due subunità (A e B), ognuna 
contenente 484 residui aminoacidici, 4 ioni metallici, uno ione fosfato e 603 molecole 
d’acqua. La superficie della ALP dei mammiferi, confrontata con quella 
dell’Escherichia Coli, è scarsamente conservata con solo l’8% del totale in comune; la 
ALP dei mammiferi infatti, possiede una ulteriore struttura secondaria che comprende 
una alfa elica N-terminale, una alfa elica e una beta strand in una regione che diverge, 
oltre a ciò è presente una organizzazione diversa del beta-foglietto nei domini 365-430. 
Per quanto riguarda il sito attivo solo i residui essenziali per la catalizzazione, cioè i due 
atomi di Zinco e quello di Magnesio, sono conservati, mentre la maggior parte dei resi-
dui circostanti sono diversi. E’ inoltre presente un quarto sito non catalitico occupato 
dal Calcio non presente nella ALP dell’Escherichia Coli, ma che presumibilmente si 
trova nella fosfatasi alcalina di tutti i mammiferi la cui funzione e significato restano 
ancora da stabilire
3
. Per quanto riguarda il meccanismo catalitico della fosfatasi alcali-
na, sia che la reazione avvenga in un mammifero, sia che avvenga in un batterio, esso 
porta all’idrolisi di fosfo-monoesteri con rilascio di alcol e fosfato inorganico. La cata-
lasi coinvolge l’attivazione della serina catalitica da parte di un atomo di Zinco, la for-
mazione di una fosfo-serina covalente intermedia, l’idrolisi della fosfo-serina da parte di 
una molecola d’acqua attivata dall’altro atomo di Zinco e infine il rilascio del fosfato 
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prodotto o, in alternativa, il passaggio del fosfato ad un accettore
6
. Al contrario dei due 
ioni Zinco, il Magnesio non sembra ricoprire un ruolo diretto nel meccanismo della ca-
talasi, sebbene sia stata dimostrata l’importanza di quest’ultimo per una corretta attività 
enzimatica
7
. Nei vertebrati, la fosfatasi alcalina è ampiamente distribuita nei vari organi, 
ma ad oggi il suo ruolo fisiologico resta ancora da definire
8
. La ALP è costituita da più 
isoforme e isoenzimi localizzati preferenzialmente in alcuni organi o tessuti. Il termine 
“isoenzima” si applica a quegli enzimi aventi un substrato specifico e che catalizzano le 
medesime reazioni, ma che differiscono per la struttura. Gli isoenzimi sono codificati da 
diversi geni, mentre le isoforme sono prodotte dallo stesso gene, ma subiscono una tra-
sformazione dopo la proteosintesi
9
. Nell’uomo la fosfatasi alcalina è codificata da quat-
tro loci genici in quattro isoenzimi: 
 Isoenzima tissutale non specifico localizzato principalmente in rene, fegato e ossa. 
 Isoenzima intestinale localizzato sull’orletto a spazzola della mucosa intestinale. 
 Isoenzima placentare espresso dai trofoblasti durante la gestazione e in piccole 
quantità, nella cervice e nel polmone. 
 Isoenzima placenta-like contenuto in piccole quantità nel testicolo e nel timo. 
Sembra che questi quattro geni si siano evoluti da un singolo gene ancestrale attraverso 
duplicazioni multiple. Di questi i primi ad evolversi sono stati probabilmente il tissutale 
non specifico e l’intestinale, seguiti molto più tardivamente, dallo sviluppo del gene 
placentare e del placenta-like a partire da quello intestinale. 
 
Fig. 2: Evoluzione della fosfatasi alcalina. 
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Nei mammiferi domestici solo due geni codificano per la ALP e di conseguenza sono 
presenti solo due isoenzimi: 
 Isoenzima tissutale non specifico 
 Isoenzima intestinale 
Le ALP di fegato, ossa, rene e placenta sono tutte codificate dal locus tissutale non spe-
cifico che modificandosi, dà origine a varie isoforme della fosfatasi alcalina, mentre 
l’altro gene produce la isoforma intestinale e quella corticosteroide indotta propria del 
cane
10
. Le isoforme sono prodotte dalla modificazione post-traslazionale di un isoenzi-
ma, quindi negli animali domestici risulta che esistono molte isoforme di ALP, ma so-
lamente due isoenzimi
2
. 
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Isoenzima tissutale non specifico 
Nell’uomo l’isoenzima tissutale non specifico è espresso da vari tessuti in tutto il corpo, 
ma risulta particolarmente abbondante in rene, fegato e ossa. La fosfatasi alcalina tissu-
tale non specifica è codificata da un solo locus genico localizzato nella parte distale del 
braccio corto del cromosoma 1 e codifica un gruppo di proteine: le differenti glicosila-
zioni di questa ALP danno origine a varie isoforme, diverse tra loro per modificazioni 
post-traslazionali. Le isoforme risultano anche essere diverse da un punto di vista di 
termostabilità, essendo l’isoforma ossea più sensibile alle alte temperature rispetto alle 
altre
11
. 
.  
Fig. 3: Termostabilità della ALP umana
11
. 
Nel cane è stato effettuato uno studio su gli isoenzimi della fosfatasi alcalina contenuti 
nel siero, da cui risulta che, come nell’uomo, l’isoforma ossea è la più termolabile12. 
Nel fegato la fosfatasi alcalina si trova sulle membrane canalicolari degli epatociti e sul-
la superficie luminale delle cellule epiteliali biliari ed è coinvolta nel trasporto della co-
lina attraverso le membrane cellulari
2
. Nelle ossa la sua funzione è strettamente correla-
ta alla mineralizzazione del tessuto scheletrico e dei denti, tanto che, una sua carenza, 
porta ad una forma ereditaria di osteomalacia nota come ipofosfatasia che è stata identi-
ficata sia nell’uomo che nel topo13. L’ipofosfatasia è una malattia rara, ereditaria, legata 
ad un gene autosomico recessivo caratterizzata da un’espressione estremamente bassa 
dell’ALP tissutale non specifica dovuta a una mutazione nel gene che codifica per que-
sto isoenzima. La patologia si manifesta con una forte demineralizzazione delle ossa e 
può risultare mortale per bambini e neonati. In medicina umana viene diagnosticata in 
seguito ad un’analisi delle urine che rileva un aumento della presenza di pirofosfato i-
norganico, ma, in medicina veterinaria, sebbene sia stata scoperta una nuova forma di 
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urolita in quattro gatti Persiani e un Collie che ha contribuito alla formulazione di alcu-
ne speculazioni,e, tra queste, che gli uroliti derivassero da una bassa capacità della ALP 
di idrolizzare il potassio, il magnesio e il pirofosfato, non sono state dimostrate condi-
zioni patologiche legate ad una troppo bassa attività dell’isoenzima2. E’ stato però di-
mostrato che, in topi nei quali è presente una deficienza di espressione dell’isoenzima 
tissutale non specifico della fosfatasi alcalina, si ha morte per incapacità a metabolizzare 
la vitamina B6, in quanto quest’ultima rappresenta un substrato naturale della ALP tis-
sutale non specifica
8
. 
Per quanto riguarda altre forme di ALP tissutale non specifica, è stata identificata sola-
mente nel cane una fosfatasi alcalina secreta dalle cellule epiteliali dell’epididimo e del 
testicolo e una isoforma indotta da somministrazione di corticosteroidi. La ALP si ritro-
va anche nei granulociti (neutrofili, eosinofili e basofili) di molte specie, incluso uomo, 
cavallo e bestiame, ma non nei neutrofili maturi di cane e gatto
2
. L’espressione ectopica 
della fosfatasi alcalina è stata associata ad una varietà di tumori umani e in particolare, 
un aumento della ALP tissutale non specifica può indicare la presenza di un osteosar-
coma
11
. 
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Isoenzima intestinale 
L’isoenzima intestinale è strategicamente localizzato all’interfaccia tra l’ospite, 
l’alimento e la flora microbica. Nei roditori l’attività dell’isoforma è bassa in stomaco e 
colon, è massimamente rappresentata nel duodeno e diminuisce progressivamente nel 
digiuno e nell’ileo. La sua presenza è inversamente proporzionale alla colonizzazione 
della flora intestinale. La fosfatasi alcalina intestinale è in grado di idrolizzare diversi 
substrati, tra cui acidi fosfatidici con varie catene di acidi grassi, fosfato inorganico for-
nito con la dieta come polifosfati, fosfati e residui di nucleotidi inclusa l’adenosina tri-
fosfato (ATP). La ALP intestinale è anche capace di catalizzare la sintesi di difosfato a 
partire da fosfato inorganico e tiamina transfosforilata e trasformarla in tiamina mono-
fosforilata
14
. L’isoforma intestinale è codificata da un gene che appartiene ad una fami-
glia di altri geni localizzati sul braccio lungo del cromosoma 2. Al contrario degli altri 
isoenzimi della ALP, in questo le catene di carboidrati laterali non terminano con 
l’acido sialico. Varianti dell’isoenzima possono essere isolate dal tessuto intestinale del 
feto e del soggetto adulto, con la differenza che quello fetale forma un isoenzima silila-
to. La forma fetale e la forma adulta differiscono tra loro non soltanto per i componenti 
in carboidrati, ma anche per la stessa porzione proteica, la cui presenza suggerisce che 
durante lo sviluppo fetale potrebbe esistere un locus genico separato che codifica per 
una ALP diversa. Questo gene potrebbe essere nuovamente espresso, anche se in forma 
modificata, da cellule cancerogene e viene identificato con il nome di isoenzima di Ka-
sahara
11
. La ALP intestinale ha ruolo nella regolazione dell’assorbimento dei lipidi at-
traverso la membrana apicale dell’enterocita, controlla la secrezione di bicarbonati rego-
lando il pH della superficie duodenale, detossifica il lipopolisaccaride (LPS) e svolge 
effetto protettivo dall’infiammazione indotta da quest’ultimo14. Il LPS costituisce il 
maggior componente della membrana dei Gram-, batteri patogeni e mutualisti, ed è sta-
to classificato come sostanza batterica associata all’endotossina responsabile di settice-
mie e stati di shock negli animali
8
. Il lipopolisaccaride è veicolato nel sangue da alcune 
molecole come albumine, lipoproteine a bassa densità, lipoproteine ad alta densità e 
LPS-binding protein (LPB). Quando si ha la formazione del complesso LPS-LPB que-
sto interagisce con il recettore di membrana o la parte solubile del CD14, consentendo 
l’interazione con il recettore Toll- like che induce una risposta infiammatoria. Il lipopo-
lisaccaride è una molecola carica negativamente e composta da una catena di polisacca-
ridi chiamata catena O-specifica e da una parte lipidica chiamata lipide A. Quest’ultima 
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è la porzione effettivamente tossica del LPS e contiene gruppi fosfato che risultano es-
sere essenziali per l’attività di stimolazione dell’immunità15. Il meccanismo con il quale 
la fosfatasi alcalina detossifica il LPS sembra essere legato alla capacità di defosforilare 
uno dei gruppi fosfato del lipide A trasformandolo in un monofosforil-lipide A non tos-
sico
16
. Alcuni studi hanno dimostrato come nell’uomo l’attività di defosforilazione e 
quindi detossificazione venga svolta dall’isoenzima placentare, mentre un altro studio 
dimostra che la ALP intestinale di vitello svolge un ruolo protettivo in topi sperimen-
talmente infettati con batteri Gram-
15
. 
 
Fig. 4: Curve di sopravvivenza di topi infettati con Escherichia Coli  non trattati e topi 
infettati e trattati con ALP intestinale di vitello (CIAP). 
La principale fonte di lipopolisaccaride per l’intestino animale risulta essere la comune 
flora batterica e, in quei soggetti in cui avviene uno squilibrio microbiologico e 
un’inappropriata risposta infiammatoria, si manifesta una malattia infiammatoria croni-
ca nota come inflammatory bowel disease (IBD)
8
. 
La fosfatasi alcalina intestinale appare anche coinvolta nel metabolismo dei lipidi, infat-
ti, l’assorbimento dei grassi da parte degli enterociti, induce una rapida e specifica in-
ternalizzazione della ALP intestinale la cui funzione, una volta penetrata nella cellula, 
resta ancora da chiarire anche se alcuni dati la mettono in relazione con la formazione 
dei chilomicroni
14
. E’ stato dimostrato che in ratti geneticamente modificati, in cui si è 
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inattivato il gene che codifica per la ALP intestinale, si verifica un aumento del peso 
corporeo maggiore rispetto agli animali di controllo
17
, mentre in un altro studio, sempre 
condotto su topi con gene per la fosfatasi intestinale inattivato, è stato evidenziato che le 
femmine sviluppano steatosi, non rilevata nei soggetti di controllo
18
.  
 
Fig.5: Topi di 30 settimane a confronto. In alto soggetto geneticamente modificato, in 
basso soggetto di controllo
17
. 
Nell’uomo una maggiore attività della ALP intestinale post prandiale può portare ad un 
aumento delle ALP sieriche fino a cinque volte la concentrazione basale, soprattutto 
nelle persone che consumano diete ricche di grassi. Negli animali domestici, al contra-
rio, la fosfatasi alcalina intestinale non causa un aumento della ALP sierica
2
. 
Per quanto riguarda la regolazione del pH duodenale, la fosfatasi alcalina intestinale 
svolge un ruolo di protezione contro l’esposizione continua a gli acidi e alla pepsina 
contenuti nel chimo partecipando alla regolazione della secrezione di bicarbonato da 
parte degli enterociti. Il meccanismo con cui la ALP intestinale segnala la necessità di 
secernere bicarbonato, si basa sulla stimolazione di un recettore chiamato P2Y: in pre-
senza di un pH troppo basso anche l’attività della fosfatasi alcalina intestinale risulta 
bassa e ciò esita in un accumulo extracellulare di ATP secreto dagli enterociti che sti-
10 
 
mola il recettore P2Y inducendo la secrezione del bicarbonato nel lume intestinale, la 
neutralizzazione dei protoni e un innalzamento del pH
14
. 
 
Fig. 6: Secrezione del bicarbonato nel lume intestinale tramite regolazione della ALP 
intestinale (IAP) 
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Attività sierica 
L’attività della ALP può essere misurata in qualsiasi tessuto, ma per fini diagnostici, si 
misura nel siero. Nei cani adulti sani, la fosfatasi alcalina risulta essere principalmente 
di origine epatica, con piccoli contributi da parte dell’isoenzima osseo e di quello corti-
costeroide indotto. L’emivita delle ALP epatiche e ossee, risulta essere approssimati-
vamente 70 ore nel cane e 6 ore nel gatto, mentre altri isoenzimi quali l’intestinale, il 
renale e il placentare risultano avere nel cane un’emivita sensibilmente più breve, 
nell’ordine dei minuti, tale da non permettere un raggiungimento di concentrazioni sie-
riche significative
19. Questa differenza è dovuta alla presenza di residui dell’acido siali-
co sull’ isoenzima del fegato, delle ossa e corticosteroide indotta2. La tecnica per 
l’identificazione degli isoenzimi più diffusa in medicina umana risulta essere 
l’elettroforesi su acetato di cellulosa in quanto è un esame semplice e facilmente ripro-
ducibile, ma la capacità necessaria per l’interpretazione dei risultati resta ancora limita-
ta. Assume comunque una certa importanza l’identificazione dell’isoenzima per localiz-
zare il danno tissutale
20
 
.  
Fig. 6: Elettroforesi della ALP plasmatica di topo dopo trattamento del campione con 
neuraminidase. A sinistra tracciato dell’animale di controllo, a destra tracciato del to-
po con colestasi indotta (bile duct ligation, BDL). Si noti la diversa migrazione degli i-
soenzimi. 
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In medicina umana i valori ottenuti da soggetti sani, mostrano che la ALP ossea contri-
buisce per circa la metà alla fosfatasi alcalina sierica dei soggetti adulti. 
L’enzima è un importante analita del siero e il suo aumento è correlato principalmente 
ad un problema epatico, osseo, o ad altre malattie. Alti livelli possono indicare 
un’ostruzione dei dotti biliari. 
Le ALP risultano alte anche nei bambini, nelle donne in gravidanza, nei soggetti celiaci 
e nei malati di Alzheimer
11
, inoltre influiscono: il sesso, in quanto i maschi presentano 
valori più elevati rispetto alle femmine, e il peso corporeo dal momento che 
all’aumentare di questo si riscontrano valori più elevati della ALP21. 
Un’espressione ectopica della fosfatasi alcalina è stata messa in relazione con alcune 
forme tumorali. 
Il pattern di espressione degli isoenzimi della ALP risulta alterato nei tessuti di tumori 
maligni con sovra espressione dell’isoenzima placentare nel cancro al seno o 
dell’isoenzima placenta-like nel coriocarcinoma11. 
L’isoenzima osseo è prodotto dagli osteoblasti e contribuisce significativamente 
all’aumento della ALP sierica sia dei giovani animali in crescita, tanto che la conoscen-
za di tale informazione si rende necessaria per una corretta valutazione dei parametri 
biochimici, sia dei soggetti che presentano una patologia ossea. Negli animali giovani, 
compresi tra i cinque mesi e l’anno di età, i valori possono risultare fino a tre volte quel-
li di un soggetto adulto
19
. 
Nel cane un altro motivo per cui la fosfatasi alcalina sierica può aumentare è per incre-
mento dei livelli di cortisolo dovuti ad iperadrenocorticismo o ipercortisolemia iatroge-
na.  
Tendenzialmente gli animali sottoposti a terapia con corticosteroidi manifestano un au-
mento della ALP sierica, ma uno studio condotto su cani sottoposti a trattamento con 
prednisolone per trenta giorni ha evidenziato che solamente in metà di questi si è verifi-
cato un aumento della fosfatasi alcalina. 
Ciò fa ipotizzare l’esistenza di una variazione individuale nella risposta alla sommini-
strazione di corticosteroidi, come già dimostrato in altri studi, anche se va considerato 
che nello studio citato, viene testato un piccolo numero di soggetti. 
Anche lo stress è un fattore che provoca un aumento della ALP in quanto causa un in-
cremento dei corticosteroidi endogeni
2
. Uno studio condotto su cani di taglia grande di 
differenti razze, ha messo in evidenza una certa omogeneità dei valori della ALP sierica 
tra le varie popolazioni. 
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Fig. 7: Rappresentazione grafica dei valori della ALP totale in cani sottoposti a tratta-
mento con prednisolone.  
Valori della fosfatasi alcalina oltre il limite sono stati riportati nello Scottish Terrier. 
Secondo uno studio la causa dell’iperfosfatasemia non è ancora stata compresa in quan-
to non si è potuta trovare una causa specifica all’aumento dell’enzima sierico ed è per-
ciò stata proposta l’ipotesi che lo Scottish Terrier sia predisposto a un’iperfosfatasemia 
benigna
22
. In un altro studio più recente invece, la causa dell’aumento della ALP sembra 
essere dovuta a una  predisposizione di razza a epatopatie che esitano in un danno cole-
statico, oppure a una malattia adrenocorticale atipica
23
. Nell’uomo l’attività della ALP 
sierica varia a seconda del gruppo sanguigno. Esiste una variabilità di concentrazione 
dell’isoenzima intestinale nel siero, in dipendenza della capacità degli eritrociti di legare 
tale enzima. Gli eritrociti del gruppo A formano un legame piuttosto stabile con la ALP 
intestinale, per cui tale isoenzima si ritrova in quantità ridotte nel siero di soggetti del 
gruppo A. Gli eritrociti del gruppo B o O legano la ALP intestinale in quantità molto 
più ridotta e di conseguenza, le concentrazioni sieriche di questo isoenzima nel siero sa-
ranno maggiori
2
. Per lo svolgimento delle analisi, si preferisce utilizzare siero che non 
presenta emolisi o plasma eparinizzato. Si devono invece scartare il plasma citrato, os-
salato o l’EDTA quando usati come anticoagulanti in quanto si viene a formare un 
complesso tra lo Zinco e la ALP che causa una inattivazione irreversibile dell’enzima21. 
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Principali cause di iperfosfatasemia 
1. Patologie epatiche 
Nel fegato la fosfatasi alcalina si trova nei microvilli dei canalicoli biliari e sulla super-
ficie sinusoidale degli epatociti. In questo organo si ritrovano due forme di ALP i cui 
ruoli non sono ancora stati precisamente chiariti
21
. Sia nell’uomo che nel cane una delle 
condizioni epatiche responsabile dei maggiori aumenti della ALP è la colestasi, con va-
lori che nel cane possono diventare fino a 10 volte il normale
2,21
. 
La colestasi si verifica quando il deflusso della bile dal fegato viene interrotto. Ciò cau-
sa un rapido aumento della concentrazione degli acidi biliare nel fegato e nel siero e se 
la patologia progredisce, si possono avere infiammazione e infine danno epatico. Se la 
colestasi non viene corretta e il danno epatico persiste i miofibroblasti portali e le cellu-
le stellate epatiche vengono stimolate a proliferare e produrre una matrice extracellulare, 
processo che col tempo sfocia in fibrosi biliare e, eventualmente, in cirrosi
24
. I motivi 
per cui la colestasi si verifica sono molti e di origine sia epatica che extraepatica. Quasi 
qualsiasi infezione batterica extraepatica può causare colestasi; la sepsi è un’altra causa 
piuttosto comune, in particolare, in medicina umana, nei reparti di terapia intensiva. Lo 
stato di shock, quando evolve a partire da un’ischemia biliare da ipotensione sistemica o 
in seguito a estese ustioni o traumi, può indurre cirrosi. La fisiopatologia è scarsamente 
compresa, ma probabilmente si verifica per una diminuzione nell’espressione dei tra-
sportatori della bile come risultato della stimolazione da parte delle citochine. Ne con-
segue la stasi dei sali biliari nei dotti
25
. Tra le infezioni virali, l’epatite A nell’uomo cau-
sa un quadro colestatico con prurito forte e prolungato oltre all’innalzamento dei valori 
sierici della fosfatasi alcalina
21
. Altre cause di colestasi sono l’amiloidosi, il linfoma, sia 
Hodgkin che non-Hodgkin, le disfunzioni endocrine, l’insufficienza cardiaca, le malat-
tie autoimmuni e l’alimentazione parenterale. Una causa particolare è la sarcoidiosi, pa-
tologia sistemica di origine sconosciuta che causa granulomi non necrotizzanti e che si 
localizza principalmente al polmone e occasionalmente al fegato. Il coinvolgimento del 
fegato in questa patologia non appare evidente nella maggior parte dei casi, infatti so-
lamente il 4-7% dei pazienti manifesta una sintomatologia clinica, ma anche se apparen-
temente in salute, in 58 pazienti su 100 si rileva un profilo biochimico alterato con la fo-
sfatasi alcalina esageratamente alta in proporzione alla presentazione clinica
25
. Tra le 
cause extraepatiche di colestasi, in medicina umana, responsabile di valori molto elevati 
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della fosfatasi alcalina è l’atresia extraepatica dei dotti biliari (EHBA)21. Questa patolo-
gia è dovuta all’instaurarsi di processi infiammatori e di fibrosi che vanno ad ostruire il 
lume dei dotti biliari extraepatici impedendo il deflusso della bile nel duodeno
26. E’ la 
causa più comune di colestasi nei neonati con ittero per periodi prolungati
27
 nonché la 
causa più comune di trapianto del fegato nel paziente pediatrico
26
. Per quanto riguarda 
l’eziologia, sono state avanzate numerose ipotesi che comprendono cause congenite, 
metaboliche, infettive e multifattoriali, ma ad oggi non è stato ancora individuato il mo-
tivo preciso. Diversi studi hanno indagato l’ipotesi di un agente eziologico virale27, più 
recentemente è stata proposta l’ipotesi di un’interazione tra l’ambiente e fattori genetici 
predisponenti
26
. L’innalzamento del valore della fosfatasi alcalina in caso di colestasi si 
ha sia che la causa sia epatica che extraepatica, ma i valori raggiunti non aiutano nel di-
stinguere il tipo di problema
21
. La colestasi causa un aumento nella sintesi e nel rilascio 
della ALP e l’accumulo dei sali biliari accresce il suo rilascio dalla superficie cellulare. 
L’emivita della fosfatasi alcalina nel torrente circolatorio è di circa una settimana e que-
sto spiega perché i livelli della ALP diventano elevati in ritardo rispetto al momento in 
cui si è instaurata la colestasi e decrescono lentamente una volta risolta
28
. Il meccani-
smo con il quale la fosfatasi alcalina raggiunge il circolo sanguigno è dubbio, è possibi-
le che passi dai canalicoli biliari nei sinusoidi epatici attraverso giunzioni blande oppu-
re, un’altra ipotesi, è che il fegato danneggiato non riesca ad espellere la ALP prodotta 
da ossa, intestino e fegato
21
. 
 
Fig.8: Localizzazione degli enzimi epatici all’interno della cellula e passaggio della 
ALP nel sangue in seguito a danno epatico. 
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Altre cause di aumento della fosfatasi alcalina sono epatiti croniche, epatopatia indotta 
da somministrazione di corticosteroidi e necrosi epatica che possono causare aumenti 
fino a sei volte il normale. E’ stato visto che in cani a cui è stata indotta un’epatopatia 
da glucocorticoidi i valori della ALP sono saliti fino a sessantaquattro volte il valore ba-
sale. Anche le neoplasie epatiche, le pancreatiti o le neoplasie pancreatiche portano ad 
un aumento della fosfatasi alcalina, probabilmente in seguito a una colestasi seconda-
ria
2
. In umana alcuni tipi di tumore sono in grado di secernere fosfatasi alcalina ed esi-
stono specifici isoenzimi tumorali come il Regan, il Nagao e il già citato Kasahara
21
. La 
sensibilità di attività della ALP sierica per le malattie epatobiliari nel cane è del 75-
96%, ma la specificità è solo del 51%, questo perché la fosfatasi alcalina può aumentare 
anche in corso di patologie non coinvolgenti il fegato
2
. 
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2. Patologie ossee 
L’isoforma ossea è espressa sulla membrana cellulare dei condrociti ipertrofici, osteo-
blasti e odontoblasti e si concentra anche sulle membrane delle vescicole prodotte da 
queste cellule per gemmazione e contenenti la matrice, responsabile della generazione 
dei cristalli di idrossiapatite. La matrice è composta da diversi fosfolipidi, in particolare 
la fosfatidilserina che ha particolare affinità per il Calcio, dall’annexin A2, A5 e A6 e 
dal Ca ATPase, dalla PHOSPHO1, cioè la fosfatasi alcalina specifica delle ossa
29
, dalla 
calbindina D, dalla anidrase carbonica, dal collagene X, dalla fosfatasi alcalina, dal nu-
cleotide pirofosfatase-fosfodiesterase 1 e dal cotrasportatore sodio-fosfato di tipoIII. 
 
Fig 9: Illustrazione schematica del processo di mineralizzazione. I cristalli di idrossia-
patite che penetrano nella vescicola contenente la matrice si aggregano tramite inter-
vento della fosfatasi alcalina tissutale non specifica (TNAP) e si depositano tra le fibril-
le di collagene. Il pirofosfato inorganico (PPi), che inibisce la formazione 
dell’idrossiapatite, deriva dall’NPP1ed è idrolizzato dalla TNAP. Viene poi trasportato 
fuori dalla cellula dall’ ANKH. Il corretto funzionamento del sistema NPP1, ANKH e 
TNAP è fondamentale per il secondo step della mineralizzazione. 
La mineralizzazione avviene in due step: inizia con la formazione dei cristalli di idros-
siapatite all’interno delle vescicole contenenti la matrice ed è seguita dalla propagazione 
dell’idrossiapatite attraverso la membrana cellulare verso la matrice extracellulare che 
avviene nel momento in cui l’accumulo di Calcio e fosfati supera il punto di solubilità 
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per il Calcio fosfato con deposito di questo sottoforma di idrossiapatite all’interno della 
matrice. A questo punto inizia il secondo step della mineralizzazione con i cristalli di i-
drossiapatite che penetrano nella membrana della vescicola e migrano nello spazio e-
xtracellulare, purchè, anche nell’ambiente esterno, siano presenti appropriate concentra-
zioni di Calcio e fosfati. Il fluido extracellulare di una lamina in accrescimento contiene 
una sufficiente quantità di queste componenti per promuovere la formazione di nuovi 
cristalli di idrossiapatite i quali vengono poi propagati in clusters attorno alla vescicola 
che li ha prodotti col compito di andare a riempire gli spazi tra le fibre collagene e la 
matrice scheletrica. La fosfatasi alcalina durante il processo di mineralizzazione idroliz-
za il pirofosfato inorganico che svolge la funzione di inibire la formazione 
dell’idrossiapatite, quindi grazie all’azione della ALP si avrà la formazione di nuovi cri-
stalli
30
. Un aumento della fosfatasi alcalina sierica si ha fisiologicamente nei cuccioli a 
causa della rapida crescita delle ossa, ma si possono avere valori elevati anche in anima-
li adulti che presentano iperparatiroidismo, patologia renale, osteomalacia, osteomielite, 
e in particolar modo in caso di osteosarcoma che verrà trattato in seguito. Un’altra causa 
di rialzo della ALP è la guarigione da frattura, ciò perché anche in questo caso si ha un 
aumento dell’attività degli osteoblasti responsabili della generazione di nuovo tessuto 
osseo, operazione per la quale viene secreta un’elevata quantità di fosfatasi alcalina. 
 
Fig. 10: Cambiamenti nella ALP sierica in cani con frattura non complicata (Gruppo 
A), unione ossea ritardata (Gruppo B), non unione (Gruppo C). 
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I tempi di guarigione sono influenzati da vari parametri quali l’età, il punto di frattura, il 
tipo di fissazione utilizzato e la stabilizzazione. Nei cani adulti in ideali condizioni di 
vascolarizzazione, immobilizzazione e che non hanno avuto complicazioni post opera-
torie, il tempo di guarigione atteso per le ossa lunghe si attesta attorno alle 5-8 settima-
ne. Durante la fase di guarigione si ha una reazione acuta con aumenti significativi della 
ALP, ipocalcemia e iperfosfatemia oltre a un processo ormonale anabolico che induce 
una modifica del metabolismo del Calcio. In particolare, in uno studio di Komnenou et 
al. è stato notato che, negli animali con una frattura non complicata e callo osseo di cir-
ca due mesi e nei cani con un ritardo di unione di 3-5 mesi e sviluppo di un callo iper-
trofico nella maggior parte dei casi, la fosfatasi alcalina si presentava già aumentata al 
momento dell’ammissione e risultava ancora più alta 10 giorni dopo la chirurgia31. 
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3. Patologie endocrine 
La fosfatasi alcalina può aumentare a causa di patologie endocrine quali iperadrenocor-
ticismo, diabete mellito, ipotiroidismo e iperparatiroidismo
2
. 
L’iperadrenocorticismo o sindrome di Cushing, è una patologia che causa numerosi se-
gni clinici e anomalie biochimiche dovute alla sovrapproduzione cronica di cortisolo da 
parte delle surreni. L’iperadrenocorticismo si presenza in tre forme principali: la forma 
centrale dovuta ad una ipersecrezione da parte della ghiandola pituitaria di ACTH, una 
forma periferica attribuibile a una neoplasia cortisolo-secernente delle surreni, o la for-
ma iatrogena per somministrazione di glucocorticoidi. Nel cane la ALP appare elevata 
nell’85-90% dei casi e risulta essere il parametro biochimico alterato più comunemente 
associato alla sindrome di Cushing
32
, tale stima si abbassa al 54% in quei cani in cui 
l’aumento è dovuto a somministrazione iatrogena. La misurazione del valore della fo-
sfatasi alcalina può risultare utile come test di screening in caso di iperadrenocortici-
smo, ma non può essere utilizzato come test diagnostico in quanto è impossibile distin-
guere se si tratta di un aumento causato da un iperadrenocorticismo, da 
un’ipercortisolemia iatrogena, da un problema epatico o da diabete mellito. La misura-
zione della ALP, risulta infatti avere una sensibilità del 95% e una specificità di solo il 
18% in corso di iperadrenocorticismo
2
.  
Valori elevati della fosfatasi alcalina si riscontrano anche nel 90% dei cani affetti da 
diabete mellito. Nel cane due dei fattore di rischio del diabete mellito sembrano essere 
la sedentarietà e l’obesità e i soggetti più inclini a sviluppare la patologia sono general-
mente animali di mezza età o anziani. La fisiopatologia del diabete canino è scarsamen-
te conosciuta e non collima bene con la classificazione esistente in medicina umana
33
. 
Sembra inoltre che alcune razze siano più predisposte allo sviluppo della patologia: uno 
studio che ha preso in considerazione 180.000 cani divisi in diverse indagini, ha eviden-
ziato che i più predisposti allo sviluppo del diabete mellito sembrano essere i Samoye-
do, gli Schnauzer nani, i barboncini nani, le razze tipo-Husky e le razze Scandinave. Il 
motivo per cui questi soggetti sono più predisposti resta sconosciuto, ma è possibile sia 
dovuto ad un alterato metabolismo del glucosio per una incapacità ad adattarsi al clima 
delle nostre latitudini
34
. La ragione per cui la ALP risulta essere elevata in questi sog-
getti non è ancora stata chiarita esattamente, ma è possibile che debba essere ricercata 
nella lipidosi epatica che spesso accompagna il diabete mellito. Infatti la lipidosi si ri-
scontra nel 70-100% dei casi di cani con diagnosi di diabete mellito sottoposti a necro-
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scopia. Anche l’iperadrenocorticismo e la pancreatite sono patologie che si riscontrano 
frequentemente nei soggetti affetti da diabete mellito e possono concorrere all’aumento 
dei valori della ALP. Uno studio riporta che nei cani diabetici, il 40-80% della fosfatasi 
alcalina sierica è dovuto alla isoforma corticosteroide indotta e, in un altro studio, la 
ALP corticosteroide indotta è risultata essere l’unica isoforma, o la predominante, nei 
cani diabetici con ALP sieriche aumentate. La ragione per cui ciò avviene non è chiara, 
ma si deve considerare che circa il 30% dei cani diabetici risulta anche essere linfopeni-
co e ciò potrebbe indurre stress dell’organismo che risponde con un aumento della se-
crezione dei corticosteroidi endogeni e di conseguenza un incremento della ALP-
steroide indotta
2
.  
L’ipotiroidismo può essere associato all’aumento dei valori sierici della fosfatasi alcali-
na. La patologia è il risultato di una diminuzione nella produzione della tiroxina o della 
triiodiotironina da parte della tiroide. La ridotta produzione può essere dovuta o ad un 
difetto dell’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide, o a un difetto dei recettori dell’ormone tiroi-
deo. Molte delle cause di ipotiroidismo identificate in medicina umana non sono state 
ritenute valide in veterinaria, ma nonostante ciò, la classificazione eziologica utilizzata 
per l’uomo può essere ritenuta valida anche per il cane ed il gatto35. In uno studio, il 
30% dei cani affetti da ipotiroidismo manifestavano aumenti nella ALP, talvolta non al 
di sopra di due volte il valore basale
2
. In ogni caso, gli incrementi nel valore della fosfa-
tasi alcalina sono estremamente poco consistenti e la loro relazione con l’ipotiroidismo 
resta irrisolta
35
. 
Lievi incrementi della ALP sono riportati nel 50% dei cani affetti da iperplasia primaria 
delle paratiroidi. Sebbene non sia stata identificata la specifica isoforma coinvolta, si 
suppone l’aumento dei valori sia da imputare ad alterazioni del metabolismo osseo e 
quindi a una maggiore attività della fosfatasi alcalina ossea. I valori della ALP in corso 
di iperplasia primaria delle paratiroidi risultano di poco superiori alla normalità e in cor-
so di iperparatiroidismo primario, renale o nutrizionale, questi possono anche rientrare 
nei limiti di normalità
2
. 
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4. Induzione epatica da glucocorticoidi e anticonvulsivanti 
La fosfatasi alcalina sierica può aumentare in seguito a fenomeni di induzione enzimati-
ca. Alcune sostanze come i glucocorticoidi e gli anticonvulsivanti, sono in grado di cau-
sare un aumento della ALP sierica e di altri enzimi epatici senza causare disfunzioni 
dell’organo. L’isoforma steroidea della fosfatasi alcalina è localizzata sulla membrana 
plasmatica degli epatociti che rivestono i canalicoli biliari e i capillari sinusoidi
10
. 
In uno studio in cui si induceva un’ipercortisolismo tramite somministrazione di 
4mg/kg/ die di prednisone per via intramuscolare per dieci giorni, si è avuto un signifi-
cativo aumento della ALP sierica a partire dal terzo giorno
2
. Sia l’isoforma epatica che 
quella corticosteroide indotta vengono sintetizzate nel fegato del cane in risposta a una 
stimolazione ormonale steroidea e i valori elevati della ALP sono dovuti inizialmente ad 
un incremento della sintesi dell’isoenzima epatico che continua ad aumentare nei 10 
giorni di studio mentre gli acidi biliari rimangono nell’intervallo di normalità suggeren-
do che l’aumentata attività della fosfatasi alcalina non è imputabile ad un disordine epa-
tico. L’esposizione a glucocorticoidi induce un rapido e temporaneo aumento della iso-
forma epatica, mentre l’isoforma corticosteroide indotta subisce una fase di iniziale ri-
tardo nella trascrizione di circa 10 giorni e solo trascorso questo tempo contribuisce ad 
aumentare il valore della ALP sierica
2,36
. 
 
Fig. 11: Misurazione della ALP epatica (L-ALP) e glucocorticoide indotta (G-ALP) in 
cani durante la somministrazione di prednisolone sottocute alla dose di 1mg/Kg una 
volta al giorno. Si noti l’aumento iniziale della L-ALP seguito, 10 giorni dopo, da quel-
lo della G-ALP. 
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La fosfatasi alcalina si mantiene su valori elevati anche dopo l’interruzione della terapia 
e la sua persistenza è in dipendenza della dose, della durata della terapia e del tipo di 
corticosteroide somministrato
2
. Anche farmaci ad uso topico, come un preparato per 
l’otite, possono indurre un rialzo dei valori della ALP37 
Terapie a lungo termine a base di corticosteroidi possono, anche se raramente, portare 
ad un’epatopatia steroide-indotta, una condizione reversibile in cui si ha rigonfiamento 
dell’epatocita conseguente al deposito di glicogeno della cellula epatica. Raramente i 
cani manifestano insufficienza epatica. In questo caso risulta difficile capire se 
l’aumento della ALP sierica è dovuto a induzione epatica o a epatopatia vera e propria2. 
Nei cani l’isoforma steroidea indotta è comunemente prodotta anche in risposta a feno-
meni stressanti e, forse, anche in seguito a stimolazione da parte di mediatori infiamma-
tori associati a patologie sistemiche e disordini epatici spontanei. Infatti è stato ipotizza-
to che in 336 cani con riscontro all’istologia di epatopatia vacuolare possa esistere 
un’associazione tra l’epatopatia, gli elevati valori della ALP e lo stress fisiologico cau-
sato da malattia acuta o cronica. 
Il 45% di questi soggetti manifestavano un aumento dei valori della fosfatasi alcalina 
sebbene nessuno di loro fosse stato trattato con corticosteroidi o avesse una diagnosi di 
Morbo di Cushing anche se non è chiaro se alcuni di questi cani fossero affetti da una 
patologia epatica concomitante
38
. 
Un altro studio condotto su cani sottoposti a trasporto per via aerea della durata di tre 
ore circa, ha evidenziato aumenti nel valore della ALP sierica. Lo stress da trasporto in-
duce la produzione di ACTH innescando la risposta adrenocorticale e l’innalzamento 
della fosfatasi alcalina
39
. 
La fosfatasi alcalina può essere indotta anche dalla somministrazione di fenobarbital, 
fenitoina e primidone. Alcuni studi condotti sul cane, riportano un’aumentata attività sia 
della ALP che della alanina amino transferasi (ALT) in assenza di epatopatie o comun-
que di lesioni epatiche correlabili alla terapia con fenobarbital
40,41
. 
In un ulteriore studio del 2010 in cui si sono suddivisi gli animali in gruppi, è stato evi-
denziato nel primo gruppo un incremento significativo della fosfatasi alcalina dopo tre 
settimane di terapia con fenobarbital, in assenza di aumento del valore della ALT. 
Nel secondo gruppo, trattato con un dosaggio maggiore, si è avuto invece anche un in-
cremento della ALT nel 33% dei soggetti (Fig. 12). 
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Fig. 12: Valori della ALP e della ALT del secondo gruppo  
Ad oggi resta ancora dubbio perché ALP e ALT aumentano durante il trattamento con 
fenobarbital, ma per quanto riguarda la fosfatasi alcalina, si suppone che ciò sia legato 
all’induzione enzimatica degli isoenzimi epatico e corticosteroide-indotto all’interno 
degli epatociti e il loro successivo rilascio in circolazione
42
. 
L’aumento del valore della ALP sierica in seguito a somministrazione di fenobarbital, 
persiste nel cane dalle 3 alle 5 settimane dopo l’interruzione del trattamento. Allo stesso 
modo gli incrementi dovuti a somministrazione di fenitoina e primidone persistono per 
5 settimane a trattamento terminato
2
. 
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5. Patologie neoplastiche 
In medicina umana alcune isoforme della fosfatasi alcalina vengono comunemente as-
sociate a neoplasie maligne e possono risultare utili nel diagnostico differenziale di al-
cune forme tumorali. Una di queste è la Regan la cui attività sierica aumenta in caso di 
neoplasia del polmone, del tratto gastroenterico, dell’ovaia o dell’utero, mentre un’ altra 
isoforma chiamata Nagao e derivante dall’isoenzima placenta-like, si ritrova in maggio-
ri quantità in caso di seminoma o altri tumori. Una terza isoforma, detta Kasahara e de-
rivante dall’isoenzima intestinale, si riscontra in caso di epatoma. Queste tre isoforme 
risultano presenti solamente in alcuni pazienti affetti dalle neoplasie sopra elencate, per-
tanto la loro sensibilità diagnostica non risulta essere molto elevata
2
. Allo stesso modo, 
l’aumento totale della ALP è stato osservato in cani che presentavano sarcomi delle ossa 
o dei tessuti molli e della ghiandola mammaria
43
, ma è stato dimostrato che la fosfatasi 
alcalina così come altri parametri quali le proteine di fase acuta, la proteina C reattiva, 
l’aptoglobina, la lattato-deidrogenasi e i lipidi associati all’acido sialico, non risultano 
utili da un punto di vista clinico nella diagnosi di neoplasia
44
. Nei cani con osteosarco-
ma la misurazione della ALP sierica può però fornire un dato prognostico, in quanto ca-
ni con un’attività sierica totale e ossea negli intervalli di riferimento vivono più a lungo 
dei soggetti con attività incrementata
45
. Inoltre nei cani in cui l’attività della ALP sierica 
non scende dopo l’amputazione si ha un tempo di sopravvivenza ridotto e tempi di rica-
duta più brevi rispetto agli altri soggetti. In umana inoltre, nei pazienti sottoposti a trat-
tamento, si è notato un aumento dei valori poco prima della scoperta di nuove metastasi 
o recidive
2
. Sebbene nel cane una fosfatasi alcalina alta in fase preoperatoria possa esse-
re impiegata come biomarker prognostico, esistono delle differenze per quanto riguarda 
il suo impiego post operatorio nel predire la formazione di metastasi o recidive
45
. Nel 
2010 è stato condotto anche un altro studio sul cane che mirava a capire se la ALP po-
tesse essere utilizzata come marker per la trasformazione di noduli fibroblastici esofagei 
da Spirocerca lupi in neoplasie maligne. Spirocerca lupi è un noto nematode della fami-
glia Canidae che raggiunge il suo stadio adulto all’interno della parete esofagea dando 
origine a noduli fibroblastici in grado di andare incontro a trasformazione in sarcoma 
maligno nel 25% dei casi. Anche in questo caso la fosfatasi alcalina non è risultata esse-
re un marker discriminatorio di trasformazione maligna. Non è ancora chiaro perché, 
sebbene alcuni dei soggetti avessero subito una trasformazione neoplastica dei noduli in 
osteosarcoma, non si riscontrasse un aumento della ALP, evento comune in questo tipo 
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di tumore se localizzato allo scheletro appendicolare. Uno dei motivi proposti è proprio 
la diversa sede che potrebbe essere responsabile di un’alterazione del meccanismo fi-
siopatologico. Un’altra alternativa è che gli incrementi dell’isoforma prodotta, o la sua 
emivita troppo breve, siano troppo bassi per contribuire ad un aumento significativo del 
valore sierico
46
. 
 
Fig.13: Aumento non discriminante della ALP sierica in cani parassitati da Spirocerca 
lupi i cui noduli hanno subito trasformazione neoplastica. 
Le neoplasie inoltre inducono stress cronico nel cane per cui non può essere escluso che 
l’eccessivo rilascio di glucocorticoidi in circolo possa causare un aumento della produ-
zione dell’isoforma corticosteroide indotta con il conseguente riscontro di incrementi 
della fosfatasi alcalina totale
43
. 
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6. Patologie gastroenteriche 
Le cause gastroenteriche di aumento dei valori della fosfatasi alcalina nel cane sono va-
rie e numerose. Il Morbo di Crohn e la colite ulcerativa sono due patologie che hanno 
un certo parallelismo nel cane nelle inflammatory bowel disease (IBD) la cui eziologia è 
immunomediata
47
, con fattori predisponenti quali i fattori ambientali, la predisposizione 
genetica e i disordini immunologici. Nel cane col termine IBD si indicano un insieme di 
disordini caratterizzati da segni clinici che coinvolgono il sistema gastrointestinale in 
modo persistente e ricorrente la cui causa non è specifica, ma associata ad esame istolo-
gico che evidenzia uno stato infiammatorio della mucosa del piccolo o grosso 
intestino
48
. Questi disordini vengono classificati in base al tipo di cellule infiammatorie 
presenti e al tratto di intestino coinvolto e, dal momento che la diagnosi è istologica, il 
termine IBD comprende anche una serie di disordini ad eziologia ancora sconosciuta. 
Tra le patologie di maggior riscontro classificate come IBD si trovano l’enterite linfoci-
tica-plasmocitaria, la colite istiocitica ulcerativa, ritrovata soprattutto nel Boxer, 
l’enteropatia immunoproliferativa del Basenji, la sindrome diarroica del Lundehund e 
l’enteropatia proteino-disperdente associata a nefropatia proteino-disperdente nel Soft 
Coated Wheaten Terriers
48
. 
Nel cane, così come nell’uomo, è stato notato un aumento dell’espressione dei recettori 
Toll-like nei soggetti affetti da IBD, per cui si è supposto che la patologia possa deriva-
re da una alterazione della flora batterica intestinale unita a un’incontrollata attivazione 
di questi recettori
49
. E’ inoltre dimostrato che l’IBD canina condivide con la forma u-
mana alcune delle caratteristiche fisiopatologiche. Una di queste è il ruolo dei CD4+ T 
cells, del fattore di necrosi tumorale e dell’interleuchina-12 che intervengo nella media-
zione dell’infiammazione intestinale, e la risposta agli antigeni che derivano dalla nor-
male flora microbica dell’intestino50. Uno studio dimostra che nelle biopsie di pazienti 
affetti da colite ulcerativa o Morbo di Crohn, l’mRNA, che codifica per l’isoforma inte-
stinale della ALP risulta essere notevolmente ridotto, con conseguente diminuzione del-
la detossificazione dell’LPS che predispone all’insorgenza delle IBD51. Il Morbo di 
Crohn colpisce con lesioni granulomatose focali o segmentali l’ileo, mentre la colite ul-
cerativa causa ulcera e infiammazione del tratto finale dell’intestino e occasionalmente 
dell’ileo. Nel cane invece, nonostante le similitudini patogenetiche dell’IBD, la patolo-
gia colpisce più frequentemente il piccolo intestino, sebbene non possano essere escluse 
localizzazioni in altre aree intestinali
48
. 
28 
 
L’IBD è anche responsabile di molteplici manifestazioni extraintestinali. Nell’uomo 
qualsiasi organo può potenzialmente essere colpito
52
, ma le lesioni più comuni sono le 
artropatie che si riscontrano con maggiore prevalenza nei pazienti affetti da Morbo di 
Crohn. Si possono manifestare inoltre patologie cutanee, eventi tromboembolici, altera-
zioni ematiche, patologie polmonari, colelitiasi e la colangite sclerosante primaria. La 
colangite sclerosante primaria (PSC) è un disordine immunoinfiammatorio cronico dei 
dotti biliari con eziologia multifattoriale e poligenica. La correlazione tra la PSC e 
l’IBD è tuttora in fase di studio, ma appare molto più frequentemente nei pazienti con 
colite ulcerativa piuttosto che in quelli affetti da Morbo di Crohn. Nei pazienti con PSC 
si riscontrano elevati livelli della fosfatasi alcalina, talvolta accompagnati da aumenti 
della alanino transaminase, associate a anormalità della colangiografia
52
. Nell’uomo, in 
caso di IBD, il fegato è coinvolto dal 10 all’ 83% delle volte, a seconda dei cambiamen-
ti istologici registrati. In questi casi, l’aumento dei valori degli enzimi è più comune ri-
spetto a significativi cambiamenti istologici o funzionali dell’organo. Il danno epatico, 
che si verifica in seguito all’ostruzione dei dotti biliari, inizialmente è caratterizzato da 
un quadro infiammatorio misto suppurativo e non, localizzato all’interno del sistema bi-
liare. L’infiammazione coinvolge dapprima l’epitelio biliare e i tessuti periduttali adia-
centi e, cronicizzandosi, diventa difficile distinguere la causa primaria 
dell’infiammazione della triade portale e della fibrosi associata. Il danno epatico si svi-
luppa in conseguenza di un aumento della pressione all’interno del sistema biliare, della 
ritenzione di bile acida, che nel tempo può causare un danno alle membrane cellulari, o 
di un’infezione disseminata per via ematica o ascendente, potenziata dall’ostruzione bi-
liare. Le epatiti multifocali spesso si ritrovano associate a un’infezione sistemica o a una 
patologia che colpisce un organo così che, il riscontro di epatite multifocale alla biopsia 
nel cane suggerisce la necessità di indagare l’animale per una infezione sistemica o una 
malattia organica
47
. In medicina veterinaria l’esistenza di patologie extraintestinali è 
scarsamente documentata, con prevalenza di poliartriti, malattie epatiche infiammatorie, 
pancreatiti, nefriti, polidipsia, anemia e tromboembolismi
53
. Varie specie batteriche che 
si ritrovano comunemente nell’intestino, sono in grado di colonizzare i dotti biliari e il 
fegato inducendo epatiti, colangiti e tumori maligni dei dotti biliari. Tra questi patogeni 
si trovano 13 specie di Helicobacter, l’Arcobacter e il Campylobacter, più raramente gli 
enterococchi e altri Gram+. Tra gli Helicobacter, H. cinaedi è stato recentemente indi-
cato come responsabile di coliti croniche, mediastiniti e epatiti nel Macaco Mulatto, il 
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che supporta la tesi che l’Helicobacter sia in grado di migrare dall’epitelio intestinale a 
quello biliare.  
 
Fig. 14: Le specie di Helicobacter che possono essere responsabili di malattia epatobi-
liare nell’uomo. 
Altre infezioni biliari, incluse le colecistiti acute o croniche, possono essere indotte da 
alcune specie di Enterococchi, Escherichia coli e specie bile tolleranti di Haemophilus 
influenzae. 
Esistono inoltre prove sierologiche che indicano alcune specie di Mycobacteri respon-
sabili della cirrosi primaria biliare e della PSC
54
. Nell’uomo è segnalata la possibilità di 
un coinvolgimento del piccolo intestino in conseguenza dell’amiloidosi sistemica, che 
determina la deposizione di proteine nella mucosa, nei tessuti connettivi della sottomu-
cosa, all’interno della tonaca propria del muscolo e all’interno della parete dei vasi san-
guigni. La deposizione di materiale amiloide all’interno della parete dei vasi sanguigni 
causa ischemia dell’intestino e atrofia muscolare che col tempo esitano in erosione della 
mucosa e ulcera. Il coinvolgimento del piccolo intestino può essere generalizzato o, più 
raramente, localizzato, presentandosi come un amiloidoma focale sebbene quest’ultimo, 
in assenza di segni extraintestinali, sia raro e si presenti tipicamente con lesioni polipoi-
di multiple o grandi tumori amiloidi del duodeno o del digiuno
55
. Un’altra patologia in-
testinale degna di nota è la celiachia, anch’ essa da includere nel gruppo delle inflamma-
tory bowel disease per la recente scoperta di un gene, il MYO IXB, originariamente 
presente nei soggetti celiaci e recentemente riscontrato, mutato, anche nel 40% dei pa-
zienti affetti da IBD. La celiachia spesso è di difficile diagnosi specialmente in pazienti 
che soffrono di IBD, in quanto le due condizioni presentano spesso sintomi sovrapponi-
bili come diarrea, perdita di peso e dolore addominale
56
. In medicina veterinaria è do-
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cumentata una malattia del piccolo intestino nei Setter irlandesi chiamata enteropatia da 
glutine, che è conseguente all’esposizione ad una dieta contenente glutine di frumento 
nei soggetti allergici. La patologia riconosce come causa predisponente l’ereditarietà, 
ma, al contrario della celiachia, non presenta relazione con il complesso maggiore di i-
stocompatibilità dei geni DQA e DQB. L’enteropatia da glutine può manifestarsi o me-
no in base all’età dei soggetti. Può infatti essere diagnosticata in giovane età e scompari-
re nel soggetto adulto senza apparente spiegazione. A livello intestinale si hanno atrofia 
dei villi, invasione linfocitaria nell’epitelio e stato infiammatorio variabile della lamina 
propria, con aumento del numero dei CD4+ e diminuzione dei CD8+. Oltre a ciò, nei 
cani affetti, si riscontra anche un aumento dei CD4+ e dei granulociti circolanti. E’ stato 
anche dimostrato che i Setter irlandesi con enteropatia, a confronto con cani sani, mani-
festano un aumento della concentrazione totale delle immunoglobuline A, con nessuna 
variazione nelle risposte delle altre classi di immunoglobuline verso l’ovoalbumina, il 
collagene di tipo I o II e la soia
48
. Le manifestazioni extraintestinali della celiachia risul-
tano colpire principalmente la pelle, la tiroide, il pancreas, il cuore , i muscoli, le ossa, 
l’apparato riproduttivo, il sistema nervoso centrale, il periferico e soprattutto il fegato. 
Uno studio condotto in medicina umana su 19 pazienti, con segni di grave malassorbi-
mento dovuto alla celiachia, ha evidenziato differenti livelli di danno epatico inclusa 
epatite lieve, fibrosi e cirrosi epatica. E’ inoltre dimostrata una stretta correlazione tra la 
celiachia e una patologia epatica autoimmune. Solitamente l’incremento dei valori epa-
tici è modesto, ma in alcuni pazienti arrivano ad essere 10 volte il valore limite
57
. I sog-
getti affetti da celiachia, risultano essere predisposti anche a un’enteropatia associata a 
linfoma T, un raro tipo di linfoma non Hodgkin (EATL). L’EATL è classificato in due 
tipi e, nei soggetti celiaci prevale il tipo I, che spesso si manifesta accompagnato da se-
gni clinici, quali dermatiti herpetiformi e iposplenismo. Anche in questo caso, è segna-
lato un aumento dei valori della ALP nel 64% dei pazienti affetti, oltre a bassi livelli 
dell’albumina e dell’emoglobina, rispettivamente nel 76% e nel 54% dei casi58. In lette-
ratura, è stata riportata l’associazione tra il linfoma in soggetto celiaco e l’ostruzione dei 
dotti biliari come evenienza particolarmente rara in seguito all’infiltrazione del linfoma 
nella Papilla di Vater e nel coledoco. Da tale evento, conseguono un quadro di colestasi 
associato a ittero con insorgenza rapida
59
. 
In medicina umana è stata descritta una iperfosfatasemia transitoria nei bambini e, più 
raramente, negli adulti, in assenza di sintomi epatici o ossei, che tende a rientrare nel 
range di normalità in circa 4 mesi. Uno studio ha messo in relazione la presenza di ele-
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vati valori della ALP con problemi di vario tipo, dimostrando che la maggiore prevalen-
za si ha per le malattie gastrointestinali con 8 casi su 21 di gastroenterite e uno di so-
spetta celiachia. Anche altri studi riportano un’elevata presenza di patologie gastrointe-
stinali, compresa tra il 40 e il 60%, nella popolazione presa in esame. Il motivo per cui 
ciò si verifica non è ancora stato completamente compreso, ma nel caso di pazienti con 
celiachia, si pensa che l’iperfosfatasemia sia conseguente a una sindrome da malassor-
bimento. E’ stato inoltre notato che il maggior numero di casi gastroenterici associati ad 
un aumento della fosfatasi alcalina, si verifica ad inizio inverno, suggerendo che anche 
le infezioni (gastroenteriti, otiti, affezioni urinarie o respiratorie) contribuiscono 
nell’eziologia dell’iperfosfatasemia60.  
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7. Patologie renali 
Tra le patologie renali di maggiore rilievo si conoscono la acute kidney disease (AKI) e 
la cronic kidney disease (CKD). Si definisce AKI l’alterazione renale in cui si ha un in-
cremento della creatinina pari a 2 volte i 2.0 mg/dL, o, in alternativa, si definisce come 
una patologia che causa una ipercreatininemia ≥ 0,5 mg/dL o ≥ 25% rispetto ai valori di 
partenza
61
. La CKD è invece definita come un danno renale o una velocità di filtrazione 
glomerulare (GFR) < 60 mL/min/1,73 m² per un periodo di 3 mesi o più, indipendente-
mente dalla causa
62
. La patologia progredisce dalla fase cronica all’ultimo stadio in mo-
do continuo ed irreversibile, con l’erosione della struttura dell’organo e rimpiazzo dei 
nefroni con tessuto cicatriziale. 
 
Fig. 15: L’immagine B mostra la normale rigenerazione del tubulo renale dopo AKI, se 
questo non rigenera può andare incontro ad atresia tramite meccanismo classico (A), 
oppure può andare incontro a fallimento della differenziazione. Il tubulo permane in 
questo stato per qualche tempo dopo di che si ha l’autofagocitosi, l’apoptosi e infine 
l’atresia (C). 
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La CKD, l’AKI e la progressione verso lo stadio terminale, sono state messe in relazio-
ne tra loro: si è infatti notato che l’esistenza di patologie pregresse predispone il pazien-
te all’AKI, e che lo sviluppo di una acute kidney disease nei soggetti già affetti da CKD, 
favorisce la progressione verso lo stadio terminale. La CKD, inoltre, può essere aggra-
vata o accelerata dalla presenza di ipertensione, diabete mellito, diete troppo ricche in 
calorie e invecchiamento che causano una perturbazione dell’emodinamica renale o un 
sovraccarico funzionale e metabolico dell’organo. La funzionalità renale nei pazienti af-
fetti da CKD, peggiora in modo lineare nel tempo. Contemporaneamente alla perdita di 
parenchima renale, si instaura un meccanismo compensatorio che sovraccarica i nefroni 
e porta a ipertrofia dei glomeruli e dei tubuli, col risultato di indurre un deterioramento, 
costante e progressivo, fino al raggiungimento dello stadio terminale entro alcuni me-
si
63
.  
A livello renale si trovano varie proteine che possono essere utilizzate come marker bio-
logici attraverso l’identificazione della loro ultrastruttura: tramite questa, si è in grado di 
ottenere informazioni non soltanto sul sito lesionato, ma anche sulla natura e 
l’estensione del danno cellulare. In particolare, la fosfatasi alcalina si trova soprattutto a 
livello dell’orletto a spazzola del tubulo prossimale, ed è stato osservato che un aumento 
della sua escrezione si verifica in corso di AKI, CKD e necrosi tubulare
64
. La CKD in 
stato avanzato è accompagnata, nella quasi totalità dei pazienti, dall’osteodistrofia rena-
le che altera il normale turnover osseo, la mineralizzazione e il volume osseo
65
. La fo-
sfatasi alcalina sierica in corso di patologia renale è stata collegata, nell’uomo, alla cal-
cificazione delle arterie coronarie e a tutte le altre cause di morte nei pazienti affetti da 
CKD o in dialisi
66. Inoltre, tramite l’utilizzo di modelli animali, si è potuto associare il 
grado di calcificazione vascolare all’espressione della proteina di matrice ossea, 
l’ostepontina, della sialoproteina ossea, della fosfatasi alcalina e del collagene di tipo I. 
In aggiunta a ciò, la presenza di immunocolorazione positiva per queste proteine è stata 
trovata più frequentemente di quanto non si sia trovata la calcificazione vera e propria, 
cosa che ha fatto supporre che la deposizione di queste sostanze preceda la calcificazio-
ne
67
. 
In medicina umana uno studio che ha preso in considerazione l’isoforma ossea ha dimo-
strato che l’iperfosfatasemia rappresenta un fattore di rischio per i pazienti dializzati, in-
fatti, il rischio di morte risulta essere sei volte maggiore in questi soggetti a confronto 
con i dializzati in cui la ALP si mantiene bassa
66
. 
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Amilasi 
Le amilasi sono enzimi che catalizzano l’idrolisi delle molecole di amido per dare di-
versi prodotti incluse le destrine e, progressivamente, polimeri sempre più piccoli com-
posti da glucosio. Le amilasi possono essere divise in due categorie, le endoamilasi e le 
esoamilasi. Le endoamilasi catalizzano le idrolisi in maniera casuale all’interno della 
molecola di amido, producendo catene di oligosaccaridi lineari e ramificate di varie 
lunghezze mentre le esoamilasi agiscono, a partire dalla estremità non riducente col ri-
sultato di ottenere prodotti finiti corti. Fanno parte delle endoamilasi le α-amilasi, di o-
rigine sia vegetale che animale, mentre sono classificate come esoamilasi le β-amilasi, 
che appartengono solo al mondo vegetale. La famiglia delle α-amilasi comprende un 
gruppo di enzimi con un’elevata variabilità di differenti specificità, che agiscono tutti su 
un tipo di substrato essendo residui di glucosio legati attraverso un α1-1, α1-4, α1-6 e 
legami glicosidici
68
. La struttura dell’α-amilasi è costituita da una singola catena poli-
peptidica ripiegata in tre domini chiamati A, B e C. 
 
Fig. 16: Struttura dell’α-amilasi. 
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Il dominio catalitico A è costituito da una catena N-terminale a botte, che si compone di 
una piega altamente simmetrica di 8 filamenti β-paralleli disposti a botte e circondati da 
8 α-eliche. Questa struttura a botte è stata notata per la prima volta nella trioso fosfato 
isomerasi (TIM) del muscolo di pollo ed è per questo chiamata TIM barrel. 
Il dominio B, formato da una protrusione tra il terzo β-filamento e la terza α-elica, è una 
struttura che varia sia in grandezza che struttura tra le varie α-amilasi e si pensa possa 
essere importante per le differenze osservate tra le specificità di substrato delle α-
amilasi. 
Il dominio C costituisce la parte C-terminale della sequenza ed è un dominio β-panino 
contenente un motivo a chiave greca. Il TIM barrel contiene 4 regioni localizzate vicino 
al sito attivo e presenti in tutte le α-amilasi. La prima, costituita dalla parte C-terminale 
del terzo β-filamento e i residui dell’istidina, interagiscono con i residui di glucosio del 
substrato, la seconda regione costituita dal quarto β-filamento con il residuo Asp funge 
da nucleofilo durante la catalisi, la terza costituita dal quinto β-filamento con i residui 
dell’acido glutammico agiscono come accettori o donatori di protoni. Infine la quarta 
regione costituita dal settimo β-filamento con il residuo dell’istidina e il residuo 
dell’Asp possono formare legami ad idrogeno con i residui di glucosio del substrato. 
L’α-amilasi dei mammiferi contiene vari ponti disolfuro e con poche eccezioni tutte le 
α-amilasi conosciute contengono uno ione Calcio localizzato all’interfaccia tra i domini 
A e B, noto per essere essenziale alla stabilità e all’attività dell’enzima. Nell’amilasi dei 
mammiferi, è stato trovato anche un sito attivo contenente uno ione di cloro che ha di-
mostrato di migliorare l’efficienza catalitica dell’enzima. Per l’α-amilasi è stata propo-
sta una nuova classificazione che la identifica come un metallo-enzima dotato di gruppo 
prostetico, un metallo alcalino-terroso piuttosto che un elemento di raccordo, che svolge 
principalmente un ruolo strutturale e che ricorda il ponte disolfuro
69
. L’α-amilasi è sta-
bile tra pH 5 e 8,5 e l’attività enzimatica avviene a 40-50 °C70. Nel cane sono stati iden-
tificati 4 isoenzimi tramite elettroforesi e di questi l’isoenzima 4 include le macroamila-
si, proteine complesse contenenti l’enzima legato alle immunoglobuline o altre proteine. 
L’attività sierica in un cane sano, deriva da contributi provenienti dall’amilasi pancrea-
tica, da quella intestinale, dalla presenza di macroenzimi, e, talvolta e in piccola parte, 
dal fegato. Inoltre nel ratto e nell’uomo, l’amilasi salivare contribuisce all’attività sieri-
ca totale
71
, mentre nel cane tale attività non è stata individuata così come nel gatto, nel 
cavallo e nel bovino. 
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Nel cane sano più del 70% dell’amilasi ha origine intestinale, ma nonostante questo, 
l’intestino non è ritenuto essere una delle cause di incremento dei valori sierici 
dell’enzima, mentre circa il 14% risulta essere legato alle immunoglobuline a formare 
macroamilasi. Sembra inoltre che il fegato contribuisca al mantenimento dell’attività 
sierica basale nel cane, tale teoria è supportata dall’osservazione di valori più bassi ri-
spetto all’intervallo di riferimento in soggetti affetti da shunt portosistemico, e in ratti 
con danno epatico o ridotta sintesi di amilasi
72
. 
Le cause di incremento dell’amilasi sono principalmente due: danno agli acini pancrea-
tici e diminuzione nella disattivazione e nell’escrezione da parte del rene. Nell’uomo e 
nel ratto anche la sialoadenite può causare un aumento dei valori sierici dell’amilasi, co-
sa che nel cane e nel coniglio non si riscontra
71
. Inoltre sembra che anche la gastroente-
rite debba essere inserita nell’elenco delle patologie che causano iperamilasemia. Infatti, 
uno studio effettuato in medicina umana, ha evidenziato che in circa il 7,4% dei pazienti 
con gastroenterite si manifesta un aumento da moderato a elevato dell’enzima sierico e 
che questo tende poi a rientrare nella norma in circa un mese
73
. Le cause per cui si veri-
fica tale fenomeno non sono chiare, è possibile che l’iperamilasemia derivi da un coin-
volgimento diretto del pancreas nel processo infiammatorio che colpisce primariamente 
l’intestino, come ipotizzato in numerosi altri studi74–77, ma un’ipotesi alternativa è che 
l’iperamilasemia derivi da una disfunzione della barriera intestinale che si verifica in 
caso di diarrea infettiva o altre patologie infettive della mucosa. Questo stato prende il 
nome di leaky gut e consiste in una alterazione della permeabilità intestinale che colpi-
sce in particolar modo le persone affette da Morbo di Crohn o da celiachia
78
. In questi 
pazienti, oltre alla causa infiammatoria, è stata ipotizzata la predisposizione genetica 
che ha trovato fondamento in  uno studio nel quale è stata sottoposta ad analisi non solo 
la persona affetta, ma anche i parenti più prossimi arrivando alla conclusione che anche 
il 10-20% dei sani presentano un incremento anormale della permeabilità intestinale
79
 
che predispone all’insorgenza della patologia80. L’esistenza di una correlazione tra 
Morbo di Crohn e l’iperamilasemia era stata presa in considerazione già in passato e 
uno studio di Katz et al. aveva evidenziato che in una piccola percentuale di pazienti, in 
cui risultava assente un coinvolgimento pancreatico o la presenza di macroenzimi, 
l’esistenza di una iperamilasemia era da considerare non pericolosa per il paziente e, in 
assenza di indicazione appropriate, da non indagare
81
. 
In corso di pancreatite acuta, come conseguenza al danno agli acini pancreatici, si ha un 
aumento nella produzione dell’amilasi che si riversa in circolo in seguito a riassorbi-
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mento da parte dei vasi sanguigni e dopo drenaggio da parte dei vasi linfatici. Nel cane, 
l’attività dell’amilasi raggiunge un picco in 12-48 ore e persiste per 8-14giorni. E’ stato 
inoltre notato che nel cane i valori dell’amilasi possono superare anche di 10 volte i va-
lori basali, mentre nel gatto, gli incrementi sono più moderati e generalmente al di sotto 
di tre volte i valori basali
72
. Uno studio riporta un lieve aumento dell’amilasi associato 
ad un aumento molto marcato della lipasi anche in corso di neoplasia del pancreas e del 
fegato, in contrasto con precedenti studi che riportavano valori elevati sia per l’amilasi 
che per la lipasi
82
. 
 
Fig 17: Disordini o condizioni che causano un aumento della amilasi (AMS) e della li-
pasi (LPS) 
Per quanto riguarda il rene, nel cane è stato dimostrato che l’emivita dell’amilasi au-
menta quando l’afflusso di sangue all’organo o la sua funzionalità diminuiscono. 
L’iperamilasemia che consegue ad un aumento dell’emivita può portare a valori tra 2 e 
4 volte i valori basali. In assenza di danno pancreatico, ma con diminuzione della GFR, 
l’attività dell’amilasi si attesta a circa 3 volte il livello basale72. Nel cane meno dell’1% 
dell’amilasi pancreatica è escreta per via renale, di conseguenza l’amilasuria da iperami-
lasemia pancreatica non sussiste
71
. L’attività dell’amilasi nelle urine di cani sani risulta 
scarsa o assente e ciò può essere dovuto, o al fatto che l’amilasi non attraversa il filtro 
glomerulare, o al fatto che viene inattivata e riassorbita dalle cellule del tubulo, dopo 
che questa ha attraversato il filtro. Inoltre, inducendo sperimentalmente un danno al tu-
bulo renale prossimale si ha un incremento della perdita dell’amilasi anche se questa re-
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sta sempre relativa a confronto con quella che si ha dell’LPS o del lisozima. Nell’uomo 
e nel ratto, al contrario, l’iperamilasemia causa anche amilasuria71. 
La formazione di macroenzimi nel sangue influenza anch’essa l’amilasi sierica. Le ma-
croamilasi sono complessi che si formano tra l’amilasi e le immunoglobuline o altre 
proteine, tali da risultare troppo grandi per la filtrazione attraverso un glomerulo renale 
sano e perfettamente funzionante, di conseguenza, si ha un allungamento dell’emivita di 
queste amilasi rispetto alle non complessate
72
. 
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Macroenzimi 
 
Macroenzimi 
Nel sangue di individui sani si possono trovare piccoli quantitativi di enzimi intracellu-
lari come risultato del normale turnover cellulare, ma in caso di danno alla cellula si a-
vrà un incremento nel rilascio di questi enzimi con conseguente aumento della loro con-
centrazione nel sangue. La fisiologica concentrazione di enzimi nel plasma riflette 
l’equilibrio esistente tra quanto viene sintetizzato e rilasciato nel plasma e quanto viene 
escreto. La proliferazione cellulare, l’aumento del turnover, il danno cellulare, fenomeni 
di aumentata sintesi quali l’induzione e la riduzione della clearance aumentano l’attività 
enzimatica nel plasma. Una causa, relativamente rara, di elevata attività enzimatica è at-
tribuibile alla presenza di macroenzimi. L’esistenza dei macroenzimi era nota già da 
quaranta anni quando, nel 1967, venne ritrovata per la prima volta la macroamilase da 
Wilding et al. In seguito, è stata descritta l’esistenza di macroenzimi anche per molti 
degli enzimi normalmente misurati in laboratorio. I macroenzimi sono proteine con un 
elevato peso molecolare che si formano in conseguenza del legame che viene a instau-
rarsi tra un normale enzima e una molecola plasmatica ad elevato peso molecolare come 
una proteina, o una qualsiasi altra sostanza. Dal momento che la loro clearance è molto 
più lenta rispetto ai normali enzimi, i macroenzimi si accumulano nel siero con conse-
guente aumento dell’attività dell’enzima legato83, ma è anche possibile che le proprietà 
catalitiche dell’enzima vengano modificate84. I macroenzimi sono solitamente ritrovati 
in quei pazienti che hanno un incremento inspiegabile e persistente dell’attività sierica 
di un enzima e vengono classificati in tipo 1 e tipo 2
83. L’identificazione dei macroen-
zimi nel siero ha interesse clinico in quanto possono essere degli indici di malattia, in 
particolare di disordini autoimmuni, e indurre errori nell’interpretazione dei dati analiti-
ci
84
. 
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Macroenzimi di tipo 1 
Questo tipo di macroenzimi è formato dall’associazione tra enzimi presenti nel plasma e 
immunoglobuline ed è stato descritto come un disordine immunologico
83
. In passato si 
era notato che, sebbene alcune proteine si potessero legare in modo aspecifico alle im-
munoglobuline, altri complessi enzima-immunoglobulina si basavano su una specifica 
interazione tra anticorpi circolanti ed enzimi sierici, ma non era stato determinato il 
meccanismo con il quale ciò avveniva
85
. Ad oggi si sa che i macrocomplessi che si ven-
gono a formare sono dovuti generalmente al legame con le IgG, mentre solo raramente 
sono stati descritti macroenzimi in cui sono presenti le IgM. L’amilasi e la lattico dei-
drogenasi fanno eccezione a questa regola in quanto si legano di preferenza alle IgA
84
. 
 
Fig. 18: Elenco dei più comuni legami tra enzima e immunoglobulina  
Gli enzimi plasmatici che vengono descritti come macroenzimi di tipo 1 sono ALT, 
AST, amilasi, lipasi, lattato deidrogenasi, creatinin chinasi e fosfatasi acida e alcalina, 
ma non sono state identificate le condizioni per cui si ha la formazione del complesso
83
. 
E’ invece nota la stechiometria dell’immunocomplesso, costituita da due molecole di 
enzima per ogni anticorpo. Il legame coinvolge il frammento Fab, in quanto 
l’immunoglobulina mantiene la capacità di legarsi all’enzima anche dopo digestione 
con papaina, mentre la costante di dissociazione è simile a quella di altri complessi anti-
gene-anticorpo ad alta affinità
84
. Sebbene la presenza di macroenzimi sia stata talvolta 
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diagnosticata in pazienti affetti da patologie autoimmuni, come l’artrite reumatoide, il 
lupus eritematoso sistemico, la spondilite anchilosante o la inflammatory bowel disease, 
non esiste alcuna evidenza che i macroenzimi siano sintomo di patologia autoimmune o 
che la presenza in circolo di complessi enzima-anticorpo sia causa di malattia
83. E’ stata 
esaminata la quantità di anticorpi a confronto con la concentrazione dell’enzima presen-
te nel siero, ed è risultato che molte volte la concentrazione dell’anticorpo superava 
quella dell’enzima86,87. Tuttavia ciò non è sempre vero, ad esempio, la macroamilasemia 
è stata divisa in tre tipi in base all’affinità e alla concentrazione relativa dell’anticorpo 
rispetto all’enzima: nei pazienti con macroamilasemia di tipo 1 quasi tutto l’enzima è ri-
sultato legato all’anticorpo, mentre nei pazienti con macroamilasemia di tipo 2 si hanno 
quantità rilevanti di enzima libero
84
. Ad oggi non si conosce esattamente il meccanismo 
con cui gli anticorpi anti-enzima si formano, sebbene siano state formulate varie ipotesi. 
Una di queste, è la teoria dell’“antigen-driven” in cui un self-antigene viene rilasciato 
da un sito di sequestro e diventa immunogenico nel momento in cui reagisce con un an-
ticorpo originariamente prodotto contro un antigene esterno
83
, ciò spiegherebbe la pre-
senza di anticorpi anti-creatina chinasi e lattico deidrogenasi in pazienti con infarti car-
diaci, o di anticorpi anti-subunità B della creatina chinasi in bambini con danni al siste-
ma nervoso centrale
84. Un’altra spiegazione è una “disregolazione della tolleranza im-
munitaria” che avviene nei disordini autoimmuni83. E’ stato inoltre ipotizzato che 
l’enzima, alterato dal punto di vista biochimico, acquisti proprietà antigeniche in quanto 
accidentalmente va incontro a reazioni crociate con anticorpi contro proteine estranee 
all’organismo84. La presenza dei macroenzimi aumenta con l’età del paziente, anche se 
la manifestazione delle macro-AST si ha generalmente in soggetti giovani
88
. Da un pun-
to di vista clinico resta ancora da chiarire se gli anticorpi anti-enzima sono i diretti re-
sponsabili della malattia o semplici marker di essa. Gli anticorpi anti-enzima potrebbero 
essere responsabili di malattia per tre meccanismi: la deposizione di immunocomplessi, 
l’interferenza con la funzione dell’antigene oppure per un diretto effetto citotossico sul-
le cellule che esprimono l’antigene, ma in base alle conoscenze finora ottenute, non 
sembra che ci sia alcuna associazione tra malattia e anticorpi anti-enzima dal momento 
che molte delle persone che presentano macroenzimi nel plasma risultano apparente-
mente sane
89
. Ciò, quindi, tende a far pensare che il riscontro di macroenzimi nel pla-
sma sia sostanzialmente un fenomeno benigno
85
, ma la reale incidenza non è conosciuta 
in quanto molti dei pazienti che presentano macroenzimi hanno un’attività dell’enzima 
plasmatico che rientra nei limiti di riferimento. Può però talvolta accadere che un in-
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cremento dei valori di uno specifico parametro possa essere erroneamente attribuito ad 
un peggioramento della malattia, mentre invece è da attribuirsi alla presenza dei macro-
enzimi
83
. 
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Macroenzimi di tipo 2 
Nella categoria dei macroenzimi di secondo tipo rientrano gli enzimi plasmatici legati a 
proteine diverse dalle immunoglobuline. Uno dei meccanismi con il quale si formano 
questo tipo di macroenzimi si basa sul legame tra l’enzima plasmatico e una sostanza 
esterna all’organismo quale, per esempio, un farmaco, come dimostrato da Durr et al. i 
quali documentarono la macroamilasemia in vari pazienti precedentemente sottoposti a 
trattamento con amido idrossietilico
90
. Questo tipo di macroenzimi non sono di facile ri-
scontro nella pratica clinica, ma è importante conoscerne l’esistenza in quanto vengono 
continuamente prodotti nuovi farmaci e xenobiotici che potenzialmente possono essere 
responsabili della formazione di macroenzimi nel siero. Un altro meccanismo responsa-
bile della formazione dei complessi è la self-polimerizzazione, evento che si verifica in 
caso di formazione di macrocreatin-chinasi (macro CK). Il fegato è un organo partico-
larmente ricco in creatin-chinasi, perciò la formazione di macro-CK si evidenzia più 
frequentemente in pazienti affetti da patologia epatica
91
. Va comunque ricordato che la 
macro-CK di tipo 2 si riscontra anche in pazienti affetti da gravi patologie sistemiche, 
quale ad esempio il carcinoma metastatico
92
. Un altro tipo di macroenzimi di tipo 2 so-
no gli enzimi legati a frammenti della membrana plasmatica. Quest’ultimi sono solita-
mente identificati tramite elettroforesi su gel di poliacrilamide quando viene impiegato 
per la separazione degli isoenzimi e uno degli enzimi resta vicino al punto di origine
85
. 
Esistono due teorie circa il meccanismo con il quale si formano questo tipo di macroen-
zimi: il primo ipotizza che la bile renda solubile il legame tra l’enzima e la membrana 
citoplasmatica in corso di colestasi e che l’enzima, una volta libero, si leghi a carrier li-
poproteici idrofobici a formare il macroenzima. L’altra teoria invece, suppone che la 
formazione dei macroenzimi dipenda dalla rottura delle membrane citoplasmatiche dei 
canalicoli biliari che avviene in corso di ostruzione delle vie biliari, con rilascio nel cir-
colo di frammenti di membrana legati in superficie all’enzima93. Da un punto di vista 
clinico, disponiamo di scarse conoscenze del fenomeno e della sua importanza nella 
formulazione di una diagnosi se confrontato con la frequenza con cui si riscontra nella 
pratica, ma nei casi di valori persistenti ed elevati di un parametro, sarebbe raccoman-
dabile valutare la presenza di macroenzimi, onde evitare di sottoporre inutilmente il pa-
ziente a procedure invasive e costose
83
. Fortunatamente, ad eccezione della macro-CK 
che può causare una diagnosi falsamente positiva di infarto miocardico, questi macro-
enzimi raramente causano errori nell’interpretazione dei risultati nell’enzimologia clini-
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ca
85. E’ interessante invece notare come un loro possibile impiego possa essere quello di 
marker di malattia: la loro aumentata attività, infatti, riflette quella della malattia del pa-
ziente, mentre un miglioramento delle condizioni del soggetto, si manifesta con una 
scomparsa dell’attività dei macroenzimi che vengono lentamente eliminati dal plasma83. 
In particolare, la macro-CK che, come già detto, aumenta in corso di carcinoma meta-
statico, è stata proposta in passato come marker tumorale
94
. Ad oggi però il suo utilizzo 
si limita ad essere un campanello di allarme per il clinico quando non riesca a spiegare 
valori elevati e persistenti della creatin chinasi
95
. Infine, in corso di patologie epatiche 
ostruttive, i macroenzimi possono essere utilizzati per distinguere se siamo in presenza 
di una colestasi intra o extra epatica tramite un test che si basa sull’identificazione del 
complesso tra un prodotto intermedio della gammaglutamiltransferase e le lipoproteine 
VLDL o LDL. I risultati hanno dimostrato una sensibilità dell’85% per i tumori epatici 
e una specificità dell’87% in caso di epatite cronica attiva e del 65% in corso di cirro-
si
83
. 
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Macrofosfatasi alcalina 
Occasionalmente, incrementi nell’attività sierica della ALP possono essere dovuti al le-
game che si forma tra la fosfatasi alcalina e le immunoglobuline a formare macro-ALP. 
Questo complesso viene eliminato dalla circolazione tramite filtrazione renale, ma, a 
causa del peso molecolare elevato, la loro clearance risulta ridotta se confrontata con 
quella della normale ALP
96. La specificità dell’antigene che concorre alla formazione 
del macroenzima non è sempre uguale, infatti per le amilasi l’enzima risulta aspecifico e 
può causare indistintamente la formazione di complessi immunoenzimatici contenenti 
sia le amilasi pancreatiche che le salivari. Al contrario l’anticorpo anti-ALP, è specifico 
e reagisce in modo diverso a seconda dell’isoenzima della ALP presente. Ciò potrebbe 
dipendere dal fatto che le amilasi condividono la stessa sequenza amminoacidica e, di 
conseguenza, presentano anche gli stessi siti antigenici, cosa che non avviene nella fo-
sfatasi alcalina
85
. 
In letteratura il fenomeno della macrofosfatasi nell’uomo è stato studiato con una certa 
assiduità fino agli anni ’8093,97, ma l’attenzione verso esso è diminuita nel corso degli 
anni e, ad oggi, si dispone solamente di pochi case report. Nel cane invece non esistono 
studi che evidenzino l’esistenza della macro-ALP. 
La fosfatasi alcalina, epatica o ossea, si lega principalmente alle immunoglobuline G (Ig 
G) e in particolare alla parte variabile della regione Fab piuttosto che a quella costante 
della regione Fc. La macro-ALP si ritrova nel plasma di pazienti affetti da varie patolo-
gie incluso l’ipotiroidismo, l’anemia perniciosa e l’artrite reumatoide98. In pazienti af-
fetti da cirrosi epatica, insufficienza renale cronica, neoplasie o diabete mellito è stata 
isolata anche l’isoforma intestinale che può causare una sovrastima delle isoforme ossea 
o epatica in quanto, sottoponendo il campione ad elettroforesi, la migrazione 
dell’isoforma intestinale risulta simile alle altre due causando una scarsa differenziazio-
ne e di conseguenza una difficile interpretazione del dato
97
. Inoltre, nella recente lettera-
tura, la macro-ALP è stata riscontrata in due pazienti affetti da colite ulcerativa, ma non 
si è potuto stabilire se si trattasse di un reperto occasionale o se fosse legato alla condi-
zione patologica. Non è stato altresì possibile determinare quale isoenzima della ALP 
fosse coinvolto nella formazione del complesso
96. E’ risultata invece da scartare 
l’ipotesi della presenza di macrofosfatasemia in due pazienti sottoposti a dialisi nei qua-
li si evidenziava un aumento lieve e costante della ALP. In questi soggetti la fosfatasi 
alcalina viene tenuta sotto controllo per monitorare il rimodellamento osseo che può esi-
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tare in una osteodistrofia renale, ma nel case report in questione, la semplice inattiva-
zione tramite calore ha portato all’esclusione della macro-ALP come responsabile 
dell’aumentata attività99. 
 
Fig.19: Elenco di altre patologie in cui è stata ritrovata la macro-ALP. 
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Macroamilasi 
La macroamilasi è stato il primo macroenzima ad essere identificato, nonché quello di 
più comune riscontro nella pratica clinica e si ritrova nel 2,5% dei pazienti con iperami-
lasemia e nell’1% della popolazione sana100. La macroamilasi è un complesso composto 
dall’unione tra una molecola di amilasi, pancreatica o salivare, e l’immunoglobulina A 
(Ig A) o, talvolta, l’Ig G e per il suo elevato peso molecolare, che oscilla tra i 150.000 e 
i 2.000.000 Dalton
101
, non viene filtrata dal rene
102. Il sito di attacco per l’amilasi è loca-
lizzato sul segmento Fab dell’immunoglobulina e in esso risultano predominanti la ca-
tena leggera alfa e la catena κ, mentre il segmento Fc non svolge nessun ruolo attivo per 
l’attacco dell’enzima101. Un’altra forma di macroamilasi, generalmente transitoria, si ot-
tiene tramite il legame dell’enzima con glicoproteine o polisaccaridi come nel caso dell’ 
idrossietil-amido
102
, inoltre la amilasi salivare è coinvolta molto più spesso della forma 
pancreatica nella genesi del macroenzima
101
 
La macroamilasi, da un punto di vista quantitativo, non è distinguibile dal normale en-
zima, per cui il suo riscontro può erroneamente far pensare ad incrementi dell’attività 
sierica di quest’ultimo. Inoltre, l’identificazione tramite elettroforesi risulta complessa 
per una possibile sovrapposizione del tracciato migratorio con i normali isoenzimi sali-
vare o pancreatico
102
 e, per questo motivo, la sua identificazione viene preferibilmente 
effettuata tramite precipitazione con polietilene glicole (PEG). Nonostante ciò, 
l’impiego del PEG nella normale attività di laboratorio si ha raramente e la presenza di 
macroamilasemia viene svelata tramite il riscontro di aumento del valore sierico della 
amilasi associato a normali valori della lipasi, a amilasuria normale o diminuita e a di-
minuzione del rapporto tra amilasi urinaria e creatinina urinaria a meno dell’1%100.  
La macroamilasemia si trova in soggetti asintomatici e sani
102
, mentre è di comune ri-
scontro l’associazione del complesso con la manifestazione di dolore addominale. Per 
spiegare tale correlazione sono state avanzate varie ipotesi quali un aumento della per-
meabilità intestinale, o la precipitazione delle macromolecole nel pancreas
101
. 
La sua presenza è stata segnalata in corso di patologie quali lupus eritematoso, artrite 
reumatoide, patologie epatiche, neoplasie quali carcinomi e linfomi, celiachia
103
, gam-
mopatie monoclonali, infezioni da HIV e colite ulcerativa
102. E’ stata inoltre segnalata 
una macroamilasemia in un paziente affetto da pancreatite, nel quale la presenza del 
macroenzima si è rivelata essere persistente nonostante la remissione dei sintomi
104
 ed 
in generale è documentata la possibilità della coesistenza di macroamilasi e 
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pancreatite
101
. Per quanto riguarda la celiachia si dispongono di dati sufficienti per rite-
nere che il riscontro della macroamilasemia non sia un reperto occasionale, ma che sia 
in qualche modo connesso con il meccanismo patogenetico della malattia
102
. Infatti la 
celiachia risulta essere una patologia dovuta a intolleranza permanente all’ingestione di 
glutine che esita in un danno infiammatorio immunomediato della mucosa del piccolo 
intestino
105
 e un fattore predisponente l’insorgenza della macroamilasemia è un aumen-
to delle immunoglobuline circolanti
104
. Vari studi evidenziano inoltre la scomparsa della 
macroamilasemia in numerosi pazienti celiaci qualche mese dopo l’inizio di una dieta 
priva di glutine
101,102,105
. 
Nel cane esistono pochissimi studi sulla macroamilasi
106,107
. I cani con insufficienza re-
nale possono presentare sia un aumento dell’amilasi sierica sia amilasuria. L’incremento 
dell’amilasi sierica può essere dovuto in parte ad una diminuzione della capacità di fil-
trazione renale, ma uno di questi studi evidenzia la presenza della macroamilasi nel 
77% dei cani con proteinuria
107
. Un altro studio sul cane ha evidenziato invece che 
l’iperamilasemia, secondaria alla formazione del macroenzima, si ritrova in soggetti af-
fetti da leishmaniosi viscerale
106
. 
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2.Scopo della tesi 
 
Presupposti scientifici e obiettivo dello studio 
In medicina umana, i macroenzimi vengono studiati da più di trent’anni. La loro importan-
za deriva dal fatto che, se presenti nel siero, causano un aumento dell’attività dell’enzima 
coinvolto con conseguente difficoltà nella valutazione diagnostica e possono indurre il cli-
nico ad effettuare ulteriori accertamenti inutili 
83,84
. Come già detto in precedenza, i macro-
enzimi possono essere ritrovati anche in soggetti sani, con maggiore incidenza negli anzia-
ni
88
, ma frequentemente la loro presenza si associa, nella clinica, a dolori addominali 
101
 o 
al riscontro di patologie immunomediate quali la celiachia, l’artrite reumatoide e il lupus 
eritematoso sistemico
83,103
. Oltre a ciò la presenza di macroenzimi si ha spesso anche in 
soggetti affetti da patologie a carico del sistema gastroenterico come la colite ulcerativa e il 
Morbo di Crohn 
96,102,108
, nonché nella insufficienza renale cronica
97
. 
In medicina umana esistono numerosi studi sulla macroamilasemia e la macrofosfatasemia 
alcalina, sebbene quest’ultima sia stata oggetto di minori attenzioni sopratutto nell’ultimo 
decennio. Molti di questi studi mettono in relazione l’esistenza di una macroamilasemia o 
una macrofosfatasemia alcalina con patologie gastroenteriche e, nel caso della celiachia, a 
causa dell’elevata frequenza di riscontro, si è arrivati a ipotizzare che il riscontro della ma-
croamilasemia non sia un reperto occasionale, ma che sia in qualche modo connesso con il 
meccanismo patogenetico della malattia
102
. In generale però si può ipotizzare che 
l’esistenza di questi macroanaliti debba essere messa in relazione con il meccanismo pato-
genetico immunomediato che si ha in corso di patologie gastroenteriche croniche quali ap-
punto colite ulcerativa, Morbo di Crohn e celiachia. Sembra infatti che l’aumento della 
presenza della macroamilasi nel plasma riconosca come fattore predisponente l’aumento 
delle immunoglobuline circolanti
104
. In medicina umana si sta cercando di capire se la mi-
surazione della macroamilasemia e della macrofosfatasemia alcalina possano avere un e-
ventuale impiego prognostico in corso di determinate patologie non solo gastroenteriche, 
ma anche tumorali
83,94
. Al contrario in medicina veterinaria questi due macroenzimi risul-
tano ancora poco indagati. In letteratura, infatti, esistono solamente due studi che correlano 
la presenza della macroamilasi alla proteinuria
107
 e alla leishmaniosi
106
. 
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Lo scopo di questo studio è quello di indagare la presenza di macrofosfatasemia alcalina e 
macroamilasemia in cani affetti da patologie gastroenteriche e patologie renali a confronto 
con soggetti sani tramite l’uso della precipitazione con polietilen-glicole. 
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3.Materiali e metodi 
 
Criteri di inclusione 
La casistica di questo studio comprendeva inizialmente 48 cani, di razza ed età diversa tra 
loro, condotti a visita presso l’Ospedale veterinario “Mario Modenato” dell’Università di 
Pisa in un periodo compreso tra Novembre 2013 e Luglio 2014. 
I cani corrispondevano ai seguenti criteri di inclusione: 
 Soggetti con sintomatologia gastroenterica presente da almeno tre settimane, cioè con 
processo cronico riferibile ad enteropatia primaria. 
 Soggetti con sintomatologia renale primaria in fase acuta, cronica o in riacutizzazione 
del processo (da IRIS 2 in poi) 
L’iter diagnostico per stabilire l’assenza di altre patologie sottostanti prevedeva: 
 Emogramma completo 
 Profilo biochimico 
 Esame delle urine 
 Diagnostica per immagini (Rx e/o eco addome) 
Due soggetti, un maschio e una femmina, non sono risultati idonei, uno per presenza di af-
fezione da Leptospira spp e l’altro per compresenza di patologia gastrointestinale e renale. 
Il gruppo di studio è pertanto costituito da 46 cani divisi in 23 femmine e 23 maschi di cui 
24 pazienti nefropatici e 22 enteropatici. 
E’ stata selezionata anche una popolazione di controllo di 34 cani considerati sani in base 
alla visita clinica e ad un profilo emato-biochimico di base. 
In questo studio si analizzano la fosfatasi alcalina e l’amilasi delle tre popolazioni prima e 
dopo la precipitazione con polietilen-glicole. 
I cani vengono di volta in volta suddivisi in sottogruppi per presenza o meno di stato in-
fiammatorio 
In letteratura è documentata l’esistenza di una correlazione tra la presenza in circolo delle 
immunoglobuline e la formazione del macroenzima
84
, quindi al fine di indagare la possibi-
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le esistenza di questo fatto anche nel presente studio, le due popolazioni, quella degli ente-
ropatici e quella dei nefropatici, sono state divise in soggetti con stato infiammatorio e non 
infiammatorio. Sono stati presi in considerazione quattro parametri quali: leucogramma, 
fibrinogeno, proteina C reattiva e rapporto albumine/globuline stabilendo di considerare 
stato infiammatorio la presenza di almeno due fattori alterati su quattro. Dovendo rispon-
dere a un ulteriore criterio di selezione, il numero di soggetti si è purtroppo ridotto in quan-
to non sempre si è potuto disporre di tutti e quattro i valori necessari alla classificazione. 
Viene assunto che il gruppo di controllo, essendo formato da cani sani, sia composto per 
intero da soggetti con assenza di stato infiammatorio. 
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Metodica di analisi 
Per ciascun soggetto è stato effettuato un prelievo di sangue raccolto in provetta con o sen-
za anticoagulante e centrifugato a 3500 giri per 5 minuti. Il siero o plasma ottenuto è stato 
utilizzato fresco oppure conservato a -20°C o -80°C ed utilizzato entro 7 giorni dalla data 
di stoccaggio. Su ogni campione è stata effettuata la misurazione della amilasi totale e del-
la fosfatasi alcalina totale. Per la misurazione dell’α-amilasi è stato utilizzato un kit com-
merciale, l’ALFA AMILASI SL prodotta da ASSEL S.r.l. di Guidonia (Rm) che utilizza 
un metodo cinetico CNP-G3. Per effettuare la lettura è stato preparato, per ogni siero o pla-
sma, un campione costituito da 1000µl di reattivo e 20µl del campione. Il campione è stato 
lasciato ad incubare per un minuto e poi letto tramite uno spettrofotometro a 37°C. La mi-
surazione della ALP è stata eseguita tramite il kit commerciale FOSFATASI ALCALINA 
SL, prodotto da ASSEL S.r.l. di Guidonia (Rm) che utilizza un metodo cinetico D.G.K.C. 
Il campione è stato allestito aggiungendo 20µl di siero o plasma a 1000µl di reagente, è 
stato poi incubato per un minuto e infine letto a 37°C. 
Abbiamo eseguito le analisi indistintamente su sangue fresco o conservato a -20°C o a -
80°C in quanto, dalle prove eseguite su tre campioni valutati a fresco e dopo congelamento 
(Tabella 4.1) non si nota una sostanziale differenza nella percentuale di precipitazione 
(%PPA).  
 
Tabella 4.1 
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Polietilen-glicole 
Per dimostrare la presenza dei macroenzimi è stato utilizzata la precipitazione con il polie-
tilen-glicole (PEG). 
Il polietilen-glicole è la sostanza polimerica più comunemente impiegata per svelare la pre-
senza di macromolecole. Essa possiede varie qualità come: bassa tossicità, eccellente solu-
bilità in acqua, proprietà immunogeniche e antigeniche estremamente basse, farmacocine-
tica e biodistribuzione ottime
109
. Inoltre, prove su animali hanno dimostrato che il PEG ha 
un’elevata persistenza nel comparto ematico con scarso accumulo nel sistema reticoloen-
doteliale, nel fegato e nella milza e, pertanto, risulta essere facilmente eliminabile, sebbene 
la sua struttura non sia biodegradabile. Il PEG è disponibile sottoforma di varie molecole 
di peso diverso, ma, con poche eccezioni, il polietilen-glicole utilizzato per le sostanze bio-
logicamente attive è nel range dei 1000-20.000 Da (Dalton)
109
. La precipitazione con il 
PEG è una tecnica aspecifica che separa le proteine in virtù della loro solubilità. Il polieti-
len-glicole agisce da solvente, come una spugna inerte, riducendo la disponibilità del sol-
vente stesso: all’aumentare della sua concentrazione, la concentrazione effettiva della pro-
teina aumenta fino a che non si ha il superamento della solubilità e l’inizio della precipita-
zione. Questa tecnica, quando viene applicata al siero, è relativamente specifica per i com-
plessi formati dalle immunoglobuline
110
. 
Quando si utilizza la precipitazione con PEG per verificare la presenza di macroenzimi, i 
risultati ottenuti si esprimono come “la percentuale della attività enzimatica precipitata” 
(%PPA), la quale è correlata direttamente alla proporzione di macroenzimi presenti 
110
. In 
medicina umana, sulla base di questa informazione, uno studio ha cercato di stabilire gli 
intervalli di riferimento della %PPA per sette dei parametri di analisi più comuni quali 
amilasi, fosfatasi alcalina, aspartato transaminasi (AST), alanina transaminasi (ALT), 
gammaglutammiltransferasi (GGT), creatin chinasi e lattato deidrogenasi. Secondo questo 
studio, il range dell’amilasi è tra il 22% e il 60%, mentre quello della ALP è tra lo 0% e il 
36%
111
 e al di sopra di tali percentuali di precipitazione, si ha la presenza di macroenzimi. 
Inoltre, per la fosfatasi alcalina, le medesime percentuali sono state riproposte anche in 
tempi più recenti
110. Per quanto riguarda l’amilasi invece, il range proposto da Davidson & 
Watson differisce dai dati antecedenti che consideravano una precipitazione superiore al 
73% come indicante l’esistenza di macroamilasemia112. In medicina veterinaria invece, non 
esiste, in letteratura, alcun dato sull’argomento. 
55 
 
Per ogni siero presente nello studio e per ciascuno appartenente al gruppo di controllo, è 
stato preparato un campione costituito da 200µL di siero e 200 µL di PEG ed è stato posto 
in termostato a 37°C per 10 minuti. In seguito i campioni sono stati centrifugati a 3500 rpm 
per 5 minuti. Per la misurazione dell’α-amilasi e della ALP post precipitazione è stata pre-
levata un’aliquota pari a 20µL per l’α-amilasi e altrettanta per la fosfatasi alcalina da ag-
giungere ai reagenti. Il metodo di analisi e i kit utilizzati sono gli stessi impiegati per la de-
terminazione dei due enzimi totali. 
Per calcolare la percentuale di precipitazione si applica la seguente formula: 
100-([enzimaPEG]x100/[enzima(acqua)]) 
Equivalente alla formula
112
: 
100x ([enzima (acqua)]-[enzima (PEG)]/[enzima (acqua)]) 
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Analisi statistica 
Sulla base dei 34 cani della popolazione di controllo è stato definito un range di riferimen-
to per la %PPA di entrambi gli enzimi. I valori relativi all’amilasi e alla ALP presentavano 
una distribuzione non gaussiana secondo il test di D’Agostino e Pearson, pertanto, per sta-
bilire un riferimento, sono stati calcolati i percentili a 2,5% e 97,5% con un interavallo di 
confidenza del 90%. 
Sui valori sierici e le precipitazioni ottenute è stata calcolata la media e l’errore standard. 
I valori sierici e le %PPA dell’amilasi e della ALP delle tre popolazioni sottoposte a studio 
sono risultati avere distribuzione non gaussiana tramite test di D’Agostino e Pearson, quin-
di è stato utilizzato come sistema di analisi il test di Kruskal-Wallis con il Dunn come post 
test. 
Lo studio delle popolazioni con stato infiammatorio o non infiammatorio a confronto con il 
controllo è stato effettuato con il test di Mann-Whitney. 
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4.Risultati 
 
Definizione del range di riferimento della percentuale di 
precipitazione dell’amilasi e della fosfatasi alcalina 
 
Tabella 4.2 
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Nella Tabella 4.2 sono riportate le percentuali di precipitazione di amilasi e fosfatasi alca-
lina dei cani del gruppo di controllo utili per definire il range di riferimento per questa spe-
cie animale. 
Entrambi gli enzimi risultano avere distribuzione non parametrica, e per questo motivo si 
rende necessario il calcolo dei percentili al 2,5% e al 97,5%. 
Il metodo di definizione segue le linee guida del CLSI
113
 e dell’ASVCP114 
Tutti i calcoli sono stati effettuati con Excel similmente a quanto effettuato in un altro stu-
dio la cui intenzione era stabilire gli intervalli di riferimento dei valori ematici del Dogo di 
Bordeaux basandosi, come nel nostro caso, su un esiguo numero di soggetti
115
. 
Sulla base di quanto detto i nuovi intervalli di riferimento sono risultati essere: 
 Amilasi: 74%- 98% 
 Fosfatasi alcalina: 43%- 96% 
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Segnalamento 
Dei 46 soggetti appartenenti allo studio, 24 cani fanno parte del gruppo dei nefropatici e 22 
del gruppo degli enteropatici. 
I 22 soggetti del gruppo degli enteropatici hanno un’età media di 4 ± 3,3 anni e i soggetti 
appartengono a razze e sesso diversi come indicato in Tabella 4.3: 
 
Tabella 4.3 
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L’età media del gruppo dei nefropatici è 8,7 ± 4,7e i soggetti appartengono a razze e sesso 
diversi come riportato in Tabella 4.4: 
 
Tabella 4.4 
I 34 soggetti del gruppo di controllo appartengono a una popolazione di cani di sesso e raz-
za diversi con un’età media di 3,5 ± 2,8. 
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Amilasi 
I dati relativi all’amilasi totale nei tre gruppi sono riportati nella Tabella 4.5: 
 
Tabella 4.5 
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La media dell’amilasi della popolazione nefropatica risulta essere aumentata e il 79,2% 
(19/24) dei cani presenta valori dell’enzima superiori alla norma. Il restante 20,8% (5/24) 
presenta invece valori che rientrano nel range di riferimento. 
Nel gruppo degli enteropatici solamente il 13,6% (3/22) dei cani manifesta iperamilasemia, 
mentre la media dell’intero gruppo rientra nel range di normalità. 
Tra i cani del gruppo di controllo il 14,7% (5/34) ha valori dell’enzima anormali, mentre la 
media del gruppo rientra nei limiti di normalità. 
La statistica ha evidenziato una significatività (P<0,0001) nel confronto tra gruppo di con-
trollo e gruppo dei nefropatici, così come tra la popolazione nefropatica e quella enteropa-
tica. 
Il confronto tra il gruppo di controllo e il gruppo dei cani enteropatici risulta invece non 
statisticamente significativo. 
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I dati relativi alla percentuale di precipitazione dell’attività dell’amilasi (%PPA) tramite u-
tilizzo del polietilen-glicole sono riportati nella Tabella 4.6: 
 
Tabella 4.6 
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La media della %PPA della popolazione nefropatica risulta essere inferiore al range di rife-
rimento e solo il 4,1% dei soggetti (1/24) risulta avere una %PPA superiore al 98%. Il 
58,3% (14/24) dei cani di questa popolazione presenta un valore della percentuale di preci-
pitazione al di sotto del 74% e infine 9 soggetti su 24, il 37,5% hanno valori che rientrano 
nella norma. 
Nel gruppo degli enteropatici, la media della %PPA dell’intera popolazione risulta essere 
inferiore al limite minimo di riferimento e 2 soggetti su 22, ovvero il 9%, presentano valori 
superiori alla norma. Il 40,9% (9/22) dei cani hanno un valore di precipitazione inferiore al 
74% e gli ultimi 11, il 50% hanno una percentuale che rientra nella normalità. 
Il gruppo di controllo risulta avere una media della %PPA nei limiti di riferimento. Sola-
mente il 5,8% (2/34) dei soggetti presenta valori maggiori del 98% e 1 su 34, il 2,9% ha un 
valore inferiore al minimo. I restanti cani di controllo rientrano nel range di normalità. 
Confrontando le percentuali di precipitazione tramite test statistico, l’analisi è risultata es-
sere significativa (P<0,01) tra popolazione nefropatica e controllo, così come quella tra en-
teropatici e controllo (P<0,05). Non è invece presente una correlazione statisticamente si-
gnificativa tra la popolazione nefropatica e quella enteropatica (P>0,05). 
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Precipitazione dell’amilasi in relazione allo stato infiammatorio 
I soggetti nefropatici sono stati così divisi: 
 
Tabella 4.7 
Come si evince dalla tabella, i soggetti 11, 15, 16, 18 e 22 sono stati esclusi perché, in 
mancanza di dati, non è possibile stabilire l’esistenza di uno stato infiammatorio o meno. 
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I soggetti enteropatici sono stati divisi come segue: 
 
Tabella 4.8 
I soggetti 1, 5, 7, 8, 9, 11, 15 e 17 sono stati esclusi per mancanza di un numero di dati i-
doneo a stabilire l’eventuale presenza di uno stato infiammatorio. 
E’ stata quindi creata una tabella (Tabella 4.9) per dividere i soggetti delle popolazioni dei 
nefropatici e degli enteropatici nelle due categorie infiammatorio e non infiammatorio. Ciò 
si rende utile per mettere a confronto il gruppo di controllo con il gruppo dei soggetti pato-
logici comprendenti sia i cani enteropatici che i cani nefropatici: l’attenzione viene posta 
solamente sulla presenza di infiammazione a prescindere dalla patologia che interessa 
l’animale. 
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Tabella 4.9 
68 
 
La media della %PPA dei cani patologici con stato infiammatorio risulta essere inferiore al 
range di riferimento, mentre quella dei patologici senza stato infiammatorio e degli animali 
di controllo rientrano nella normalità. 
In particolare, tra i cani patologici infiammatori, il 61,9% dei soggetti (13/21) presenta una 
percentuale di precipitazione al di sotto dell’intervallo di riferimento, il 33,3% (7/21) risul-
tano avere valori nella norma e un cane su 21, il 4,7% presenta una %PPA superiore al 
98%. 
Nella popolazione patologica senza stato infiammatorio, il 41,6% (5/12)dei cani presenta 
valori inferiori al 74%, il 33,3% ha una percentuale di precipitazione nel range e il 25% 
(3/12) ha una precipitazione superiore al limite massimo. 
Nel gruppo di controllo infine solamente il 5,8% (2/34) dei soggetti presenta valori mag-
giori del 98% e 1 su 34, il 2,9% ha un valore inferiore al minimo. I restanti cani di control-
lo, 31 su 34, cioè il 91,1%, rientrano nel range di normalità. 
 
Applicando l’analisi statistica alla popolazione patologica infiammatoria e al controllo si 
ottiene un confronto statisticamente significativo (P<0,0001). 
Applicando la statistica alla popolazione patologica non infiammatoria e al controllo si ot-
tiene un confronto statisticamente significativo (P<0,05). 
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Fosfatasi alcalina 
I dati relativi alla fosfatasi alcalina nei tre gruppi sono indicati nella Tabella 4.10: 
 
Tabella 4.10 
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Il cane numero 1 della popolazione nefropatica è stato escluso dallo studio perché si è veri-
ficato un errore di laboratorio nella misurazione dell’enzima. 
La media della popolazione dei nefropatici e degli enteropatici supera il valore massimo 
del range di riferimento, mentre quella degli animali di controllo rientra nella normalità. 
All’interno del gruppo dei nefropatici, il 17,3% (4/23) dei soggetti presenta un dato inferio-
re al valore soglia, il 41,6% (10/24) presenta invece iperfosfatasemia e i restanti 9 cani 
hanno un valore della ALP che rientra nella norma. 
Tra gli enteropatici il 31,8% dei cani, 7 su 22, presentano iperfosfatasemia e il restante 
68,1% (15/22) ha un valore che rientra nella normalità. 
Il gruppo di controllo invece risulta essere normofosfatasemico in 33 casi su 34, quindi nel 
97% dei casi e un solo soggetto su 34, il 2,9%, presenta un valore più basso della norma. 
L’analisi statistica non risulta statisticamente significativa in nessuno dei tre confronti. 
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I dati relativi alla percentuale di precipitazione dell’attività della fosfatasi alcalina (%PPA) 
tramite utilizzo del polietilen-glicole sono riportati nella Tabella 4.11: 
 
Tabella 4.11 
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La media della percentuale di precipitazione di tutte le popolazioni risulta essere 
nell’intervallo di riferimento. 
Nel gruppo dei nefropatici, il 17.4% (4/23) dei cani risulta avere un valore di precipitazio-
ne superiore alla soglia massima, il 73,9% (17/23) rientra invece nei limiti stabiliti e infine, 
l’8.7% (2/23) presenta valori di precipitazione al di sotto del range. 
All’interno della popolazione enteropatica 3 soggetti su 22, cioè il 13,6%, presentano una 
percentuale di precipitazione superiore al 96%, il 81,8% (18/22) ha un dato che rientra nel-
la normalità e un solo cane su 22, il 4,6%, è al di sotto della norma. 
All’interno del gruppo di controllo, l’8.8% (3/34) dei cani ha un valore di precipitazione 
superiore al 96%, un soggetto su 34, ovvero il 2.9%,ha una %PPA inferiore al limite mi-
nimo stabilito e infine, l’88,3% (30/34) presenta un valore nell’intervallo di riferimento. 
Confrontando i dati tramite test di Kruskal-Wallis, l’analisi statistica non risulta essere si-
gnificativa per nessuno dei tre gruppi. 
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Precipitazione della ALP in relazione allo stato infiammatorio  
Come effettuato in precedenza per l’amilasi, anche per la ALP si confrontano i valori tra 
soggetti con stato infiammatorio delle popolazioni enteropatica e nefropatica e il gruppo di 
controllo: 
 
Tabella 4.12 
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Dall’analisi sono stati esclusi il cane 11 e il 17 del gruppo degli enteropatici e il cane 1 dei 
nefropatici. La classificazione degli animali è stata fatta sulla base delle Tabelle 4.7 e 4.8. 
La media della popolazione patologica con stato infiammatorio risulta essere 
nell’intervallo di riferimento e in particolare, il 20% (4/20) presenta un valore della %PPA 
superiore al 96%, un cane, cioè il 5%, risulta avere una precipitazione al di sotto del limite 
minimo e il 75% (15/20) ha una %PPA nel range di normalità. 
La media della popolazione patologica senza stato infiammatorio risulta essere nel range di 
riferimento. In questa popolazione, in particolare, un solo soggetto su 12 totali, ovvero 
l’8,3%, ha un valore della %PPA superiore al 96%, il 16,7% (2/12) ha un valore di precipi-
tazione inferiore al 43% e il restante 75% (9/12) rientra nell’intervallo di riferimento. 
La popolazione di controllo presenta una media che rientra nei limiti stabiliti e l’8.8% 
(3/34) dei cani ha un valore di precipitazione superiore al 96%, un soggetto su 34, ovvero il 
2.9%, ha una %PPA inferiore al limite minimo stabilito e infine, l’88,3% (30/34) presenta 
un valore nell’intervallo di riferimento. 
 
Applicando il test statistico alla popolazione patologica infiammatoria e al controllo si ot-
tiene un confronto non significativo. 
Applicando il medesimo test alla popolazione patologica non infiammatoria e al controllo 
si ottiene un confronto non significativo. 
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5.Discussione e conclusioni 
 
Per quanto riguarda i macroenzimi e la metodica di precipitazione idonea alla loro eviden-
ziazione, manca ad oggi in medicina veterinaria uno studio che evidenzi se nei pazienti sa-
ni ci sono macroenzimi, e che stabilisca i valori di riferimento di questi in base alla tecnica 
di precipitazione. Pertanto in questo studio si è cercato in primis di stabilire un intervallo di 
riferimento basandoci sull’analisi della popolazione di controllo costituita da 34 soggetti. 
In medicina umana si indica una presenza certa di macroenzimi per precipitazioni superiori 
al 60% per l’amilasi111, contro il 73% riportato in precedenza112 e al di sopra del 36% per 
la ALP
110,111
.  
Analizzando i nostri dati e seguendo le linee guida del CLSI, il Clinical and Laboratory 
Srandard Institute
113
 e dell’ASVCP, l’American Society for Veterinary Clinical Pathology 
114
 abbiamo stabilito gli intervalli di riferimento nel cane sano di 74-98% per l’amilasi e 
43-96% per la ALP. Similmente alla medicina umana l’assenza di macroenzimi si ha in ca-
so di percentuali inferiori al 74% per l’amilasi e al 43% per la ALP e possiamo considerare 
certi i macroenzimi in caso di precipitazioni al di sopra del 98% per l’amilasi e del 96% 
della ALP. L’utilizzo del PEG come strumento di indagine per verificare la presenza di 
macroenzimi è relativamente specifico per i complessi formati dalle immunoglobuline e 
quando viene impiegato per la ricerca dei macroanaliti, ma anche una parte dell’enzima li-
bero viene precipitata
110
 e, quindi per valori che ricadono nel range di riferimento sarebbe 
necessario effettuare un test di conferma della presenza dei macroenzimi. A tal fine, lo stu-
dio di Lawson relativo alla medicina umana, proponeva l’utilizzo della gel filtration chro-
matography o dell’ultracentrifugazione come gold standard test112, ma il nostro studio si è 
concentrato sul solo utilizzo del PEG come metodo di screening primario.  
Osservando la popolazione di controllo si nota che le precipitazioni, sia dell’amilasi che 
della fosfatasi alcalina, di gran parte del gruppo rientrano nell’intervallo di riferimento con 
valori che tendono ad esser spostati verso il limite superiore. In attesa di ulteriori conferme 
si può ipotizzare che in questi cani sani, esattamente come avviene nell’uomo, possano es-
sere presenti macroenzimi. L’ipotesi di un’esistenza dei macroenzimi in cani sani trova 
conferma in letteratura
89
. In uno studio che risale ormai a 25 anni fa, la media della precipi-
tazione della amilasi in un gruppo di 10 cani sani era risultata essere 13,7% ± 7,4
106
, men-
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tre la media della nostra popolazione di cani sani è dell’87,1% ± 6,8. Il nostro studio, quin-
di, fa supporre l’esistenza della macroamilasi in cani sani, ma il forte divario tra i dati ri-
portati dal lavoro del 1989 e quelli ottenuti nel nostro studio necessita di ulteriori appro-
fondimenti. Riguardo alla forte discrepanza tra i dati trovati, una causa potrebbe essere do-
vuta al numero di animali impiegati cosa che suggerisce anche la riflessione sul fatto che 
anche il nostro gruppo di controllo potrebbe essere a sua volta troppo piccolo per una defi-
nizione certa del range riferimento. 
I range di riferimento dei due enzimi nel cane inoltre differiscono molto da quelli determi-
nati in umana in cui l’intervallo risulta attestarsi a valori di precipitazione più bassi rispetto 
a quelli trovati nel cane. Ciò potrebbe essere imputabile al ridotto numero di cani impiegati 
nel controllo, sebbene anche Davidson e Watson nel loro studio del 2003 abbiano determi-
nato il range dell’amilasi e quello della ALP valutando rispettivamente 39 e 43 pazienti, 
quindi numeri molto simili ai nostri. Un’alternativa a questa ipotesi potrebbe però essere 
anche una differenza interspecifica esistente tra uomo e cane. 
E’ interessante osservare come nella popolazione di controllo 3 dei soggetti che presentano 
una %PPA superiore al 96% abbiano anche un valore della ALP sierica che rientra 
nell’intervallo di riferimento. Questo fatto conferma ancora una volta che l’esistenza dei 
macroenzimi risulta difficile da diagnosticare in quanto spesso riportata anche in soggetti 
sani in cui l’attività enzimatica appare normale. 
La letteratura riporta che negli animali sani l’attività amilasica del siero deriva principal-
mente da contributi derivanti dal pancreas e dall’intestino, mentre un ruolo di minore im-
portanza è da attribuirsi al fegato
71
, ma è anche riportato che sebbene nel cane sano più del 
70% dell’amilasi abbia origine intestinale, l’intestino non è ritenuto essere una delle cause 
di incremento significativo dei valori sierici dell’enzima72. In questo studio abbiamo inclu-
so le patologie gastroenteriche tra le diagnosi differenziali di iperamilasemia in quanto in 
medicina umana è documentato un aumento dell’enzima moderato in corso di patologia 
gastroenterica da attribuire o a un coinvolgimento pancreatico, o a un mal funzionamento 
della mucosa intestinale in seguito a diarrea infettiva
73
. Per quanto riguarda 
l’iperamilasemia da insufficienza renale, dalla letteratura si sa che l’emivita dell’amilasi 
aumenta quando l’afflusso di sangue all’organo o la sua funzionalità diminuiscono. Per 
questo motivo, similmente a quanto fatto con gli enteropatici, anche le patologie renali 
possono essere incluse tra le possibili diagnosi differenziali responsabili di aumenti sierici 
dell’enzima72. E’ noto inoltre che la funzionalità renale nei pazienti affetti da CKD, peg-
giora in modo lineare nel tempo
63
. 
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La macroamilasemia è un fenomeno che in medicina umana viene ritrovato nel 2,5% della 
popolazione che presenta iperamilasemia e nell’1% dei soggetti sani100, ma in medicina ve-
terinaria i dati relativi al fenomeno sono pochi. Si dispone infatti di soli due studi non re-
centi che analizzano la presenza della macroamilasemia in cani con insufficienza renale e 
in cani con Leishmania
106,107
..  
La macroamilasemia, in medicina umana, è segnalata anche in corso di celiachia
102
, colite 
ulcerativa
103
 e in generale quando si ha una risposta immunomediata da parte 
dell’organismo. Nel cane non esistono dei corrispondenti specifici della colite ulcerativa e 
della celiachia, ma le due patologie riconoscono un certo parallelismo nelle inflammatory 
bowel disease. 
Tra i campioni raccolti, 24 soggetti presentavano patologia renale primaria e 22 erano af-
fetti da patologia enterica primaria. 
Dei 24 animali con nefropatia la maggior parte presentava iperamilasemia e i valori sono 
risultati significativamente più alti rispetto sia ai controlli che agli enteropatici. 
I soggetti nefropatici con iperamilasemia erano affetti da CKD (11 casi), o da AKI su CKD 
(4 casi), mentre i rimanenti (3 cani) presentavano caratteristiche di patologia ad andamento 
cronico (anomalia congenita, displasia bilaterale) e un solo soggetto presentava AKI. La 
letteratura riporta che al diminuire della GFR i valori dell’amilasi si innalzano e potrebbe 
essere interessante valutare una possibile correlazione fra incrementi di amilasi e parametri 
di funzionalità (es. GFR) o stadi IRIS della CKD per valutare se l’iperamilasemia ha un si-
gnificato prognostico. 
La popolazione dei nefropatici presenta una media della precipitazione dell’enzima la qua-
le, ammettendo che nei valori di %PPA di riferimento non ci siano macroenzimi, esclude 
l’esistenza della macroamilasemia sebbene nel gruppo sia presente anche un soggetto in 
cui la %PPA è superiore al 98% e inoltre, mettendo in relazione la %PPA dell’amilasi (Ta-
bella 4.6) con i valori sierici dell’enzima (Tabella 4.5), si nota come la presenza del ma-
croenzima venga segnalata in due cani normoamilasiemici. Tale fatto concorda con quanto 
riportato in letteratura dove si afferma che il reale riscontro della macroamilasemia è diffi-
cile da valutare in quanto spesso molti dei pazienti che presentano macroenzimi hanno 
un’attività dell’enzima plasmatico che rientra nei limiti di riferimento83. 
A complicare ulteriormente l’interpretazione dei dati è il fatto che l’amilasi si lega princi-
palmente alle Ig A e che per queste la precipitazione è solamente parziale, anche se non e-
sistono studi che dimostrino una reale esistenza di questo fenomeno
110
. 
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Contrariamente allo studio effettuato da Corazza et al. nel 1994 dove si segnala che nel 
77% dei pazienti con proteinuria si ha anche la presenza della macroamilasemia, nel nostro 
studio la proteinuria non è stata analizzata, pertanto il dato resta in mancanza di conferma. 
La macroamilasemia nei cani con proteinuria potrebbe essere una logica conseguenza della 
sindrome nefrosica che spesso è su base immunomediata perciò potrebbe essere interessan-
te valutare l’esistenza di questa relazione nei cani con tale patologia. 
Nel nostro studio addirittura i soggetti nefropatici hanno una PPA% dell’amilasi significa-
tivamente più bassa del controllo e questo dato è difficilmente spiegabile dal punto di vista 
patogenetico. La cosa che pensiamo sia possibile, vista l’elevata %PPA nel gruppo di con-
trollo, molto superiore a quella umana e a quella precedentemente segnalata nel cane, è che 
ci possano essere macroenzimi nel gruppo di controllo.  
La presenza di numerosi macroenzimi nel gruppo dei sani potrebbe ricondursi alle proce-
dure vaccinali, alle stimolazioni antigeniche legate, per esempio, a leishmania o malattie 
trasmesse da vettori che possono essere asintomatiche. Si rendono indispensabili per con-
fermare queste ipotesi metodiche più specifiche quali la cromatografia e 
l’ultracentrifugazione112 
Per quanto riguarda gli enteropatici, i 3 cani con iperamilasemia presentavano enteropatia 
cronica. In questi pazienti l’iperamilasemia sierica totale potrebbe derivare non solo 
dall’intestino, ma anche da un contributo pancreatico aspecifico che in questo studio non è 
però stato indagato. L’esistenza di uno stato flogistico intestinale associato alla presenza 
del macroenzima concorderebbe con quanto riportato in letteratura  
In ogni caso nel nostro studio il confronto tra gruppo di controllo e enteropatici evidenzia 
che quest’ultimi hanno una %PPA significativamente più bassa della popolazione di con-
trollo, indicando che nonostante la presenza di una patologia riportata in letteratura come 
responsabile della formazione dei macroenzimi, il riscontro risulta più basso delle aspetta-
tive. Tale evento potrebbe essere spiegato con il fatto che i macroenzimi si formano tramite 
il legame tra un enzima e una immunoglobulina quale, l’Ig A per l’amilasi e l’Ig G o più 
raramente l’Ig M per la ALP84, ma in uno stato flogistico cronico la risposta immunome-
diata pur presente, potrebbe non essere sufficiente a creare macroenzimi. 
In questo studio viene presa in considerazione anche la fosfatasi alcalina della quale si sa, 
dalla letteratura, essere costituita nel cane da due isoenzimi che codificano per più isofor-
me: le ALP di fegato, ossa, rene e placenta sono tutte codificate dal locus tissutale non spe-
cifico che modificandosi, dà origine a varie isoforme della fosfatasi alcalina, mentre l’altro 
gene produce l’isoforma intestinale e quella corticosteroide indotta, propria del cane10. 
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I meccanismi che determinano iperfosfatasemia alcalina nel cane sono numerosi, tra questi 
si hanno: patologie epatiche di cui la più comune e importante è la stasi biliare, patologie 
gastroenteriche immunomediate tra cui l’IBD, patologie ossee quali fratture o neoplasie e 
patologie renali che alterano il turnover osseo causando rialzi nei valori della ALP. 
Per quanto riguarda le patologie gastroenteriche e in particolare l’IBD, si ritiene che questa 
possa derivare da una alterazione della flora batterica intestinale unita a un’incontrollata 
attivazione dei recettori Toll-like così come avviene nell’uomo49, ma si deve sottolineare 
che le manifestazioni extraintestinali sono molto più frequenti nell’uomo che nel cane52 
con potenziale coinvolgimento di qualsiasi organo. Nell’uomo dal 10 all’83% delle volte si 
ha coinvolgimento epatico e conseguente aumento dei valori degli enzimi sierici 
47
, mentre 
nel cane spesso il coinvolgimento epatico è da attribuirsi a risalita di batteri, in particolare 
Helycobacter spp. e altri batteri bile tolleranti, dal coledoco. Tali patogeni possono indurre 
epatiti, colangiti e tumori maligni dei dotti biliari
54
.  
La macroALP è stata trovata anche in pazienti affetti da cirrosi epatica
97
, pertanto, dal 
momento che in corso di IBD si possono verificare manifestazioni extraintestinali, la ricer-
ca di questo macroenzima è giustificata anche nei pazienti enteropatici. 
Nel nostro studio tra i 7 cani enteropatici con iperfosfatasemia, 2 sono risultati essere sog-
getti con colite e uno con IBD, per cui la ALP elevata di questi animali potrebbe poten-
zialmente derivare da una manifestazione extraintestinale come documentato in 
letteratura
47, sebbene tale affermazione necessiti obbligatoriamente di un’ulteriore confer-
ma.  
Per quanto riguarda l’apparato nefrourologico, la fosfatasi alcalina trova impiego come 
marker di danno renale, in quanto la sua escrezione aumenta in corso di AKI, CKD o ne-
crosi tubulare
64
, inoltre essendo la CKD in fase avanzata, una patologia spesso accompa-
gnata dall’osteodistrofia renale che altera il normale turnover osseo e la mineralizzazione, 
incrementi della ALP si possono avere proprio in conseguenza del rimaneggiamento 
osseo
65
. Infine la fosfatasi alcalina sierica in corso di patologia renale è stata collegata, 
nell’uomo, alla calcificazione delle arterie coronarie e a tutte le altre cause di morte nei pa-
zienti affetti da CKD o in dialisi
66
. 
La macrofosfatasi alcalina viene eliminata dalla circolazione tramite filtrazione renale, ma, 
a causa del peso molecolare elevato, la sua clearance risulta ridotta
96
. Per questo motivo, in 
linea teorica, una diminuzione della GFR quale quella che si verifica nei pazienti nefropa-
tici, potrebbe causare un accumulo del macroenzima in circolo ed è inoltre documentata la 
presenza della macrofosfatasi in corso di insufficienza renale cronica
97
. 
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Tra i nefropatici 4 dei cani risultano avere una %PPA superiore al 96% e di questi 2 risul-
tano affetti da patologie ad andamento cronico quali AKI su CKD e insufficienza renale da 
anomalia congenita. In questo caso il riscontro della esistenza certa della macrofosfatase-
mia in pazienti in cui si ha una diminuzione della GFR per insufficienza renale cronica po-
trebbe essere imputabile ad un accumulo del complesso in circolo per ridotta clearance 
come riportato in letteratura
96
 
Inoltre, nella popolazione enteropatica i 3 pazienti con presenza del macroenzima risultano 
affetti da colite o hanno un quadro di enterite cronica. Come riportato in letteratura, la coli-
te ulcerativa risulta essere una delle cause di macrofosfatasemia alcalina nell’uomo96. Nel 
nostro caso, nel cane in questione, non è stata indagata la presenza delle lesioni ulcerative, 
ma potrebbe comunque esistere una certa similitudine con quanto rilevato in medicina u-
mana. 
L’analisi statistica non ha evidenziato differenze significative nella %PPA della ALP tra le 
tre popolazioni, ma osservando le medie, si nota che la popolazione enteropatica presenta il 
valore più alto tra i tre gruppi, cosa che potrebbe indicare una risposta immunomediata più 
frequente in questi pazienti piuttosto che in cani con nefropatia. 
Sulla base del fatto che i macroenzimi di tipo 1 si vengono a creare in conseguenza del le-
game che si instaura tra una immunoglobulina e l’enzima sierico84 le popolazioni sono sta-
te suddivise in base alla esistenza o meno di uno stato flogistico stabilito in base alla pre-
senza di almeno 2 fattori alterati su 4 tra fibrinogeno, proteina c reattiva, leucogramma e 
rapporto albumina/globuline. Per questo tipo di esame le popolazioni sono state suddivise 
in sottogruppi per presenza o assenza di stato infiammatorio, a prescindere dal tipo di pato-
logia presentata. Purtroppo non potendo disporre sempre di tutti i dati necessari il numero 
di animali si è ridotto, cosa che rende le eventuali osservazioni più complicate. 
Per quanto riguarda l’amilasi la percentuale di precipitazione dei cani con stato infiamma-
torio risulta elevata in un solo soggetto, mentre nella popolazione che non presenza stato 
flogistico tale osservazione si ripete per 3 volte. 
L’analisi statistica dell’amilasi tra patologici infiammatori e controllo mette in luce 
un’elevata significatività, ma contrariamente alle aspettative non solo il gruppo di controllo 
ha una %PPA media maggiore rispetto ai cani patologici con infiammazione, ma questi ul-
timi presentano anche una media che indica l’assenza di macroenzimi. 
Nella fosfatasi alcalina invece si osserva una maggiore incidenza (4 cani) di presenza del 
macroenzima nel sottogruppo dei cani con stato flogistico in confronto con i cani del sotto-
gruppo non infiammatorio in cui solo un soggetto sembra presentare la macrofosfatasemia. 
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Applicando l’analisi statistica il confronto tra controllo e popolazione con stato infiamma-
torio, in questo caso, appare non significativo, così come avviene nel confronto tra control-
lo e animali in assenza di stato flogistico. 
La mancanza di una relazione statisticamente significativa evidenzia come, per la ALP, 
non sussistano sostanziali differenze tra animali sani e malati e osservando le medie, si no-
ta, anche in questo caso, che la media dei cani con stato infiammatorio, risulta più bassa di 
quella del controllo, sebbene il suo valore rientri nell’intervallo di riferimento. 
Sia nell’analisi dell’amilasi che in quella della fosfatasi alcalina non si può pertanto affer-
mare che i dati concordino con la letteratura. Si può però dire che i cani con stato flogisti-
co, almeno per quanto riguarda la ALP, hanno un valore di precipitazione tendenzialmente 
più elevato se confrontato con i patologici senza stato flogistico. 
Il fatto che non si evidenzi una precipitazione maggiore negli animali patologici e in parti-
colar modo in quei pazienti che presentano oltre alla malattia anche uno stato flogistico, 
pone di nuovo la necessità di effettuare altri test per un’identificazione più certa dei macro-
enzimi, ma oltre a ciò un’altra possibile spiegazione potrebbe essere l’esistenza in alcuni di 
questi cani dei macroenzimi di tipo 2, una tipologia di macroenzima in cui il legame con 
l’enzima sierico avviene con una molecola diversa dall’immunoglobulina, quale ad esem-
pio un farmaco
90. E’ possibile quindi che in questi pazienti l’esistenza della macroamila-
semia debba essere attribuita a qualcosa di diverso dalla risposta immunomediata, ma con-
temporaneamente non si può affermare con certezza che la presenza del macroenzima non 
sia da attribuire alla rallentata clearance a cui questi immunocomplessi sono soggetti
83
. I-
noltre i parametri infiammatori che noi abbiamo utilizzato presentano notevole aspecificità 
e potrebbe essere invece interessante valutare le immunoglobuline, soprattutto le Ig G, le 
Ig A e le Ig M. 
In conclusione possiamo dire che l’identificazione dei macroenzimi tramite PEG può esse-
re utilizzata come mezzo di screening rapido data la sua semplicità di applicazione, ma do-
vrebbe essere accompagnata da un ulteriore test che ne confermi il dato.  
In questo studio abbiamo visto come il PEG abbia individuato la presenza di macroenzimi 
nella popolazione canina con enteropatia o nefropatia, ma a causa dell’esiguo numero di 
soggetti coinvolti, quest’ultimo può assumere solamente connotazione di studio prelimina-
re. Oltre ciò abbiamo evidenziato un’inattesa percentuale di precipitazione alta nei cani sa-
ni e in generale un precipitazione maggiore nei sani se confrontata con quella dei cani pa-
tologici. Maggiori informazioni sul fenomeno potrebbero essere ottenute tramite un am-
pliamento della casistica e un’associazione con metodiche di laboratorio più sensibili e 
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specifiche, che possano dare ulteriori informazioni e fare chiarezza sui limiti e i vantaggi 
dell’utilizzo del polietilen-glicole.  
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